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A B S T R A C T
F o l l o w i n g  s t u d i e s  i n  a n i m a l  m o d e l s  o f  h e p a t o t o x i c i t y  
f o u r  e n zy m e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  i n v e s t i g a t i o n  a s  i n d i c e s  o f  
h e p a t i c  f u n c t i o n  i n  human d i s e a s e .  I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  
a l a n i n e - a m i n o t r a n s f e r a s e ,  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  
g l y c y l  p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  
i n  p a t i e n t s  w i t h  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e .  I s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a p p e a r e d  t o  b e  a  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  i n d e x  
o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e .  The s e r u m  a c t i v i t y  o f  g l y c y l  
p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e  w as  m a r k e d l y  i n c r e a s e d  i n  a l l  
h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e s  s t u d i e d .
A l t h o u g h  i t  h a s  b eco m e  c u s t o m a r y  p r a c t i c e  t o  u s e  p l a s m a  
enzyme a c t i v i t i e s ,  s u c h  a s  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  a s  t h e  b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  o f  c h o i c e  
f o r  a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  d a m a g e ,  t h e s e  e n z y m e s  a r e  n o t  t r u e  
i n d i c a t o r s  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  I n d e e d ,  i n c r e a s e d  p l a s m a  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s ,  y - g l u t a m y l t r a n s f e r a s e  
a n d  o t h e r  h e p a t o c e l l u l a r  e n z y m e s ,  may r e f l e c t  o n l y  i n c r e a s e d  
p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  h e p a t o c y t e  p l a s m a  m e m b r a n e s ,  enzym e  
i n d u c t i o n ,  o r  r e v e r s i b l e  h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e .
I n  t h e  s a f e t y  e v a l u a t i o n  o f  d r u g s  t h e r e  i s  a  r e a l  n e e d  t o  
b e  a b l e  t o  e v a l u a t e  l i v e r  f u n c t i o n  w i t h  g r e a t e r  r e l i a b i l i t y .  
T h e r e  h a v e  b e e n  many i n s t a n c e s  i n  r e c e n t  y e a r s ,  w hen  t h e  u s e  
o f  p l a s m a  enzym e l e v e l s  a s  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  h a v e  f a i l e d  
t o  d e t e c t  d r u g - i n d u c e d  h e p a t o t o x i c i t y  o r  t o  t h e  c o n t r a r y  h a v e  
g i v e n  f a l s e  i n d i c a t i o n s  o f  p o t e n t i a l  l i v e r  d a m a g e .
M e a s u r e m e n t  o f  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r e a l b u m i n ,  
a  p r o t e i n  o f  s h o r t  h a l f  l i f e ,  s y n t h e s i s e d  a n d  s e c r e t e d  b y  
t h e  l i v e r  i n t o  t h e  b l o o d ,  i s  a  t r u e  t e s t  o f  h e p a t i c  f u n c t i o n .  
C o n c e n t r a t i o n s  o f  p r e a l b u m i n  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  i n  t h e  
s e r u m  o f  p a t i e n t s  w i t h  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  a n d  a l s o  i n  
p a t i e n t s  who h a v e  t a k e n  an  o v e r d o s a g e  o f  p a r a c e t a m o l .  f - v 
C o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  p r o t e i n  h a v e  a l s o  b e e n  a s s e s s e d  i n .  t h e  
s e r u m  o f  m i c e  t r e a t e d  w i t h  h e p a t o t o x i n s . P r e a l b u m i n  a p p e a r s  
t o  b e  a  s e n s i t i v e  i n d e x  o f  i m p a i r e d  l i v e r  f u n c t i o n  i n  human 
h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  a n d  d r u g  t o x i c i t y  a n d  a l s o  i n  a n i m a l s  
t r e a t e d  w i t h  h e p a t o t o x i c  c h e m i c a l s .
T h i s  p r o t e i n  may u l t i m a t e l y  b e  o f  g r e a t  v a l u e  i n  t h e  
s a f e t y  e v a l u a t i o n  o f  new d r u g s  a n d  a l s o  a s  a  p r o g n o s t i c  t o o l  
f o l l o w i n g  t h e  o v e r d o s a g e  o f  h e p a t o t o x i c  d r u g s .
CHAPTER ONE
CHAPTER ONE
INTRODUCTION
The l i v e r  i s  made  up o f  s h e e t s  o f  h e p a t o c y t e s  ( F i g u r e  1 . 1 )  : 
w h i c h  i n t e r m i n g l e  i n  s u c h  a  way t h a t  t h e y  f o r m  a  l a b y r i n t h  
o f  l a c u n a e  made up  b y  s i n u s o i d s .
The  l i v e r  i s  s u p p l i e d  w i t h  b l o o d  b y  two r o u t e s :  t h e
h e p a t i c  a r t e r y  a n d  t h e  p o r t a l  v e i n  w h i c h  f e e d  i n t o  t h e  
s i n u s o i d s o  The h e p a t o c y t e s  a r e  a r r a n g e d  i n  s u c h  a  way t h a t  
t h e i r  w a l l s  f o r m  b i l e  c a n a l i c u l i ,  w h i c h  p r o g r e s s i v e l y  
e n l a r g e  t o  f o r m  t h e  b i l i a r y  s y s t e m .
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F i g u r e  1 . 1
S t r u c t u r e  a n d  s u b c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  o f  a  n o r m a l  l i v e r  c e l l  
(F rom  T i e t z :  F u n d a m e n t a l s  o f  C l i n i c a l  C h e m i s t r y ,
W.B. S a u n d e r s  C om pany , 1 9 7 0 )
The F u n c t i o n a l  U n i t  o f  t h e  L i v e r
The  f u n c t i o n a l  u n i t  o f  t h e  l i v e r  i s  known a s  t h e  
l i v e r  a c i n u s .  T h i s  r e p r e s e n t s  a  m i c r o s c o p i c  p a r e n c h y m a l  
m a s s , i r r e g u l a r  i n  s i z e  a n d  s h a p e ,  a n d  a r r a n g e d  a r o u n d  an  
a x i s  c o n s i s t i n g  o f  a  t e r m i n a l  h e p a t i c  a r t e r i o l e ,  a  
t e r m i n a l  p o r t a l  v e n u l e ,  b i l e  d u c t u l e s , lymph v e s s e l s  a n d  
n e r v e s „ ( F i g u r e  1 , 2 )
The a c i n u s  l i e s  b e t w e e n  two o r  m o re  t e r m i n a l  h e p a t i c  
v e n u l e s .  The  b r a n c h e s  o f  c e n t r a l  v e i n s  a n d  b i l i a r y  
c h a n n e l s  g i v e  r i s e  t o  a  v a s c u l a r  p a t t e r n  s i m u l a t i n g  a  
h e x a g o n .
The s i m p l e  l i v e r  a c i n u s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  
c i r c u l a t o r y  z o n e s .  Zone  o n e  i s  t h e  a r e a  o f  c e l l s  s i t u a t e d  
c l o s e  t o  t h e  s u p p l y i n g  v e s s e l s ,  t h e y  a r e  b a t h e d  b y  b l o o d  o f  
a  c o m p o s i t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  a f f e r e n t  v e s s e l s .  C e l l s  
i n  z o n e  t h r e e  a r e  s i t u a t e d  m o s t  d i s t a n t  f r o m  t h e  s u p p l y i n g  
v e s s e l s ,  a t  t h e  m i c r o c i r c u l a t o r y  p e r i p h e r y  o f  t h e  a c i n a r  u n i t  
a n d  r e c e i v e s  b l o o d  t h a t  h a s  a l r e a d y  e x c h a n g e d  g a s e s  a n d  
m e t a b o l i t e s  w i t h  c e l l s  i n  z o n e s  o n e  a n d  tw o .  T h e s e  c e l l s  a r e  
t h e r e f o r e  m o s t  s e n s i t i v e  t o  damage  due  t o  i s c h a e m i a ,  a n o x i a ,  
c o n g e s t i o n  a n d  n u t r i t i o n a l  d e f i c i e n c y .  ( R a p p a p o r t ,  1 9 6 3 )
Zone two c e l l s  o f  t h e  l i v e r  a c i n u s  a r e  t r a n s i t i o n a l  c e l l s  
b e t w e e n  z o n e s  o n e  a n d  t h r e e .
M e t a b o l i s m  i n  t h e  L i v e r  A c i n i
From d a t a  c o l l e c t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o n  h i s t o c h e m i s t r y  
a n d  e n z y m o l o g y ,  t h e  l i v e r  a c i n u s  w as  show n  t o  b e  a  s i t e  o f  
m e t a b o l i c  o r g a n i s a t i o n  i n  c l o s e  c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  
d i r e c t i o n  o f  b l o o d  f l o w .
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F i g u r e  1 . 2
The  L i v e r  A c i n u s :  Z o n e s  a n d  Enzyme D i s t r i b u t i o n .
The c e l l s  o f  z o n e  o n e  a r e  g e a r e d  t o  g l y c o g e n  
s y n t h e s i s  b y  v i r t u e  o f  h i g h  a c t i v i t y  o f  t h e  e n zy m e s  o f  
g l y c o g e n e s i s  ( K a t z ,  1 9 7 7 ) .  T h e s e  c e l l s  c o n t a i n  
n u m e r o u s  l o n g  m i t o c h o n d r i a  a n d  t h e  o x i d a t i v e  p r o c e s s e s  
o p e r a t e  a t  a  h i g h  l e v e l  v i a  t h e  t r i c a r b o x y l i c  a c i d  
c y c l e .  H e r e  t o o  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  e n z y m e s  
a r e  i n c r e a s e d  a n d  t h e  a b u n d a n c e  o f  l y s o s o m e s  r i c h  i n  a c i d  
p h o s p h a t a s e  a l l o w s  a  h i g h  r a t e  o f  p i n o c y t o s i s  a n d  t h e  
u p t a k e  o f  m a t e r i a l s  f r o m  n u t r i e n t  l a d e n  p o r t a l  b l o o d .
P r o t e i n  m e t a b o l i s m  a n d  s y n t h e s i s  o f  p l a s m a  p r o t e i n s  
h a s  a l s o  b e e n  shown t o  o c c u r  m a i n l y  i n  z o n e  o n e  o f  t h e  
l i v e r  a c i n u s  (L e  B o u t o n ,  1 9 6 8 ) .
Zone t h r e e  i s  t h e  s i t e  o f  NAD a n d  NADH t e t r a z o l i u m  
r e d u c t a s e  a c t i v i t y  a s  shown i n  F i g u r e  1 . 2 .  G l y c o g e n  i s  
s t o r e d  i n  c e l l s  o f  t h i s  z o n e  a n d  f a t  a n d  p i g m e n t s  a r e  
f o r m e d  t h e r e .  C e l l s  o f  z o n e  t h r e e  a r e  r i c h  i n  m i c r o s o m e s  
i n v o l v e d  w i t h  t h e  m e t a b o l i s m  o f  s t e r o i d s ,  d r u g s ,  t o x i n s  
a n d  t o x i c  s u b s t a n c e s .  E n z y m ic  s p e c i f i c i t y  a n d  m e t a b o l i c  
h e t e r o g e n i c i t y  o f  c e l l s  i n  d i f f e r e n t  c i r c u l a t o r y  z o n e s  
m u s t  b e  i m p l i c a t e d  i n  t h e  s e l e c t i v e  t o x i c  i n j u r y  o f  c e l l s  
i n  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  l i v e r  a c i n u s  ( S t o n e r ,  1 9 5 6 ) .
The z o n a l  d i s t r i b u t i o n  o f  d r u g  i n d u c e d  t o x i c  h e p a t i c  
l e s i o n s  i s  due  t o  l o c a t i o n  o f  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  
m e t a b o l i s m  o f  t h e  s u b s t a n c e  a n d  i t s  t o x i c  m e t a b o l i t e s .  
G l u c u r o n i d a t i o n  o f  some d r u g s  p r o c e e d s  a t  a  m o re  e f f i c i e n t  
p a c e  i n  z o n e  o n e  b u t  m i c r o s o m a l  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  
d e t o x i c a t i o n  o f  o t h e r  d r u g s  o c c u r s  i n  z o n e  t h r e e .
P r o d u c t i o n  o f  P l a s m a  P r o t e i n s
The l i v e r  i s  t h e  s o u r c e  o f  n e a r l y  a l l  o f  t h e  p l a s m a  
p r o t e i n s .  I t  i s  e s t i m a t e d  t h a t  o n e  t h i r d  o f  t o t a l  
p r o t e i n s  s y n t h e s i s e d  b y  t h e  l i v e r  a r e  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
c i r c u l a t i o n  a s  p l a s m a  p r o t e i n s  ( P e t e r s ,  1 9 6 8 ) .  P r o d u c t i o n  
o f  t h e s e  p r o t e i n s  i s  m a i n t a i n e d  e v e n  i n  t h e  c a s e  o f  s e v e r e  
p r o t e i n  d e p l e t i o n  ( W h i p p l e ,  e t  a l ,  1 9 4 7 ) .
P l a s m a  p r o t e i n  s e c r e t i o n  i s  a  o n e  way p r o c e s s  f r o m  
t h e  l i v e r  a s  l i t t l e  o r  no d e g r a d a t i o n  o c c u r s  i n  t h e  l i v e r  
( G o r d o n ,  1 9 6 2 ) .  They a r e  p r o b a b l y  b r o k e n  down t o  f r e e  
am ino  a c i d s  e l s e w h e r e  i n  t h e  b o d y .
B i o s y n t h e s i s  o f  a l b u m i n  o c c u r s  a t  t h e  r i b o s o m e s .
The n e w ly  f o r m e d  a l b u m i n  i s  q u i c k l y  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  
c o n t e n t s  o f  t h e  v e s i c l e s  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
( P e t e r s ,  1 9 6 2 ) .  I n  t h e  l i v e r ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  f o r  
m e s s e n g e r  RNA o f  b o t h  f a s t  a n d  s l o w  t u r n o v e r .  O t s u k a  
a n d  T e r a y a m a  ( 1 9 6 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m e s s e n g e r  RNA o f  
a l b u m i n  w as  among t h o s e  m e t a b o l i s e d  l e s s  r a p i d l y ,  t h u s  
e x p l a i n i n g  t h e  s l o w  r e s p o n s e  o f  a l b u m i n  p r o d u c t i o n  t o  
c h a n g i n g  c o n d i t i o n s .
The RQle o f  t h e  L i v e r  i n  C a r b o h y  d r  a  t  e  M e t a b o l i s m
The s t o r a g e  o f  g l y c o g e n  o c c u r s  i n  m o s t  t i s s u e s  b u t  
t h e  l i v e r  i s  t h e  o n l y  o r g a n  c a p a b l e  o f  r e l e a s i n g  g l u c o s e  
f r o m  s t o r e d  g l y c o g e n ,  t h u s  i n i t i a t i n g  i t s  t r a n s p o r t  w i t h  
b l o o d  t o  o t h e r  t i s s u e s .  T h i s  m e an s  t h a t  t h e  l i v e r  h a s  a  
u n i q u e  f u n c t i o n ,  t o  s e r v e  a s  a  c e n t r a l  e n e r g y  s t o r a g e  d e p o t  
f o r  a l l  t i s s u e s  ( S u n d e r m a n ,  1 9 6 8 ) .
B i l i r u b i n  M e t a b o l i s m  i n  t h e  L i v e r
B i l i r u b i n  i s  f o r m e d  e a c h  day  f r o m  t h e  b r e a k  down 
o f  r e d  b l o o d  c e l l s  b y  t h e  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m .
H a e m o g l o b i n  i s  l i b e r a t e d  f r o m  t h e  c e l l s  a n d  i s  c a t a b o l i s e d  
t o  haem  a n d  t h e n  b i l i r u b i n .  B i l i r u b i n  i s  i n s o l u b l e  i n  
w a t e r  a n d  i s  s u b s e q u e n t l y  b o u n d  t o  a l b u m i n  a n d  t r a n s p o r t e d  
i n  t h e  p l a s m a  t o  t h e  l i v e r  f o r  e x c r e t i o n  a s  a  c o n j u g a t e  
w i t h  g l u c u r o n i d e .  B i l i r u b i n  c o n j u g a t e  d o e s  n o t  p a s s  t h r o u g h  
t h e  g l o m e r u l i  o f  t h e  k i d n e y  a n d  h e n c e  i n  h a e m o l y t i c  a n a e m i a ,  
w hen  v a s t  n u m b e r s  o f  r e d  c e l l s  a r e  d e s t r o y e d ,  n o  b i l i r u b i n  
a p p e a r s  i n  t h e  u r i n e  a l t h o u g h  c i r c u l a t i n g  b i l i r u b i n  
c o n c e n t r a t i o n  d o e s  i n c r e a s e .
A s c h e m e  o f  b i l e  p i g m e n t  m e t a b o l i s m  i s  sh o w n  i n  F i g u r e
1 . 3 .
The h a e m o g l o b i n  m o l e c u l e  i s  c o m p o se d  o f  a  p r o t e i n ,  
g l o b i n ,  a n d  a n  i r o n  p o r p h y r i n ,  h a e m e .  When h a e m o g l o b i n  
u n d e r g o e s  d e g r a d a t i o n ,  i r o n  a n d  g l o b i n  a r e  l i b e r a t e d  a n d  
r e u t i l i z e d  b u t  t h e  p o r p h y r i n  r e s i d u e  i s  n o t .
The p a t h w a y  o f  haem e  b r e a k d o w n  w a s  r e c e n t l y  s t u d i e d  i n  
t h e  r a t  ( B ro w n ,  1 9 7 8 ) .  T h i s  s t u d y  s h o w e d  t h a t  a l t h o u g h  t h e  
g r e a t  m a j o r i t y  o f  haem e  r e s i d e s  i n  h a e m o g l o b i n ,  15-20% o f  
b i l i a r y  b i l i r u b i n  i s  d e r i v e d  f r o m  o t h e r  s o u r c e s .  The  o t h e r  
s o u r c e  may b e  f r o m  h e p a t i c  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0 .
An N A D P H -d ep en d an t  e n z y m e ,  haem e  o x y g e n a s e  ( E . C .  1 . 1 2 . 9 9 . 3 )
.. w as  f o u n d  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  o f  r a t  l i v e r . 
c e l l s  ( T e n h u n e n ,  1 9 6 9 ) .  T h i s  en zy m e  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  
i n i t i a t i o n  o f  h aem e  o x i d a t i o n .
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P a t h w a y  o f  haem e c a t a b o l i s m  w i t h  some p o s s i b l e  i n t e r m e d i a t e s
The n a t u r e  o f  t h e  p o r p h y r i n  c l e a v a g e  s t e p  r e m a i n s
u n c e r t a i n  a s  i s  t h e  r o l e  o f  p o s s i b l e  i n t e r m e d i a t e s
b e t w e e n  ox y h aem e  a n d  b i l i v e r d i n  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  S t u d i e s
18on t h e  haem e  o x y g e n a s e  s y s t e m  b y  O - l a b e l l i n g  s h o w e d  
t h a t  b o t h  t e r m i n a l  o x y g e n  a to m s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
b i l i r u b i n  w e r e  d e r i v e d  f r o m  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  o x y g e n .  
Thus  t h e  f o r m a t i o n  o f  b i l i r u b i n  b y  a  h y d r o l y t i c  s t e p  d o e s  
n o t  o c c u r  i n  t h e  h a em e  o x y g e n a s e  s y s t e m .
A f a i l u r e  o f  t h e  l i v e r  t o  e x c r e t e  b i l i r u b i n  i n  t h e  
b i l e  g i v e s  r i s e  t o  j a u n d i c e .  I n  t h e  p a s t ,  t h e  d e g r e e  o f  
j a u n d i c e  h a s  b e e n  u s e d  a s  an  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  
J a u n d i c e  i s  c l a s s i f i e d  i n t o  t h r e e  t y p e s  ( S h e r l o c k ,  1 9 6 3 ,  
B i l l i n g ,  1 9 6 3 ) :
a )  P r e h e p a t i c  J a u n d i c e  -
T h i s  t y p e  o f  j a u n d i c e  r e s u l t s  f r o m  t h e  o v e r  
p r o d u c t i o n  o f  b i l i r u b i n  d u e  t o  e x c e s s i v e  h a e m o l y s i s .  
T h i s  i n  t u r n  may b e  du e  t o  a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  r e d  
c e l l  o r  t o  h a e m o l y s i s  o f  n o r m a l  c e l l s  b y  a b n o r m a l  
a n t i b o d i e s  o r  d r u g s  a n d  c h e m i c a l s .
P h e n y l h y d r a z i n e , s n a k e  venom a n d  o c c a s i o n a l l y  
s u l p h o n a m i d e s  h a v e  g i v e n  r i s e  t o  a  h a e m o l y t i c  
j a u n d i c e .  The c o n d i t i o n  c o u l d  e a s i l y  b e  c o n f u s e d  
w i t h  j a u n d i c e  due  t o  h e p a t i c  damage  i n  t h e  c a s e - o f  
d r u g  t o x i c i t y .  O t h e r  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  s h o u l d  
b e  c o n s i d e r e d ,  t h e s e  b e i n g  m a i n l y  n o r m a l  i n  
h a e m o l y t i c  j a u n d i c e .
H e p a t i c  J a u n d i c e
H e p a t i c  j a u n d i c e  may a r i s e  f r o m  t h r e e  d i s t i n c t  
c a u s e s .  T h e r e  may b e  a  f a i l u r e  t o  c o n j u g a t e  b i l i r u b i n  
h e n c e  p r e v e n t i n g  i t s  e x c r e t i o n .  A common e x a m p l e  o f  
t h i s  t y p e  o f  j a u n d i c e  i s  i n  t h e  n e o n a t e .  V i r t u a l
a b s e n c e  o f  c o n j u g a t i o n  d u r i n g  t h e  f i r s t  f e w - d a y s  o # s
. . \  - ■ - 
l i f e  g r e a t l y  i n c r e a s e s  j a u n d i c e  due  t o  p f e ^ i f b l o g i c a l ;
h a e m o l y s i s .
J a u n d i c e  c a n  a l s o  o c c u r  when l i v e r  f u n c t i o n  i s  
i m p a i r e d  t o  some d e g r e e ,  a l t h o u g h  c o n j u g a t i o n  o f  
b i l i r u b i n  may b e  n o r m a l . T h i s  i s * , t h e  s e c o n d  t y p e  o f  
h e p a t i c  j a u n d i c e .  C e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s ,  du e  t o  d r u g  
o r  c h e m i c a l  t o x i c i t y ,  o r  i n f e c t i v e  h e p a t i t i s , may 
d e s t r o y  t h e  a r c h i t e c t u r e  o f  t h e  l i v e r  c e l l s  o r  t h e r e  
may b e  s w e l l i n g  o f  t h e  h e p a t o c y t e s  c a u s i n g  b l o c k a g e  o f  
t h e  s i n u s o i d s  a n d  t h u s  p r e v e n t i n g  e x c r e t i o n  o f  
b i l i r u b i n .  ( W e i n b r e n , 1 9 5 2 )  I n f e c t i v e  p r o c e s s e s  may 
d e s t r o y  s m a l l  b i l e  c a p i l l a r i e s  a n d  c a u s e  c h o l a n g i o l y t i c  
h e p a t i t i s .
The t h i r d  t y p e  o f  h e p a t i c  j a u n d i c e  i s  t h a t  o f  
n o r m a l  c o n j u g a t i o n  b u t  t h e  c o n j u g a t e d  b i l i r u b i n  f a i l s  
■"ter r e a c h  'f l io " l" 5 rg e  b i l e  d u c t s . T h i s  may b e  c a u s e d  by  
i m p a i r e d  t r a n s p o r t  m e c h a n i s m s  w i t h i n  t h e  l i v e r ,  a s  i n  
t h e  c a s e  o f  t h e  i n b o r n  e r r o r  o f  m e t a b o l i s m ,  t h e  
D u b i n - J o h n s o n  s y n d r o m e  (Dub’i n ,  1 9 5 4 )  . P r i m a r y  b i l i a r y  
c i r r h o s i s  i s  a n o t h e r  e x a m p l e  o f  a  d i s e a s e  c a u s i n g  t h i s  
t y p e  o f  j a u n d i c e .  I t  o c c u r s  i n s i d i o u s l y  u s u a l l y  i n  
m i d d l e  a g e d  women. The d i s e a s e  i s  t h o u g h t  t o  b e  a n  
a u to im m u n e  d i s e a s e  a n d  no  m e c h a n i c a l  o b s t r u c t i o n  o f  
b i l e  f l o w  i s  p r e s e n t .
c )  P o s t  H e p a t i c  J a u n d i c e
T h i s  t y p e  o f  j a u n d i c e  i s  c a u s e d  b y  m e c h a n i c a l  
o b s t r u c t i o n .  T h e r e  i s  t h o u g h t  t o  b e  a  r e g u r g i t a t i o n  
o f  b i l e  i n t o  t h e  b l o o d  s t r e a m  t a k i n g  p l a c e  t h r o u g h  
t h e  h e p a t i c  l y m p h a t i c s  o r  d i r e c t l y  f r o m  t h e  d i s t e n d e d  
b i l e  c a p i l l a r i e s .
O b s t r u c t i o n  t o  t h e  m a i n  b i l e  p a s s a g e s  may b e  
c a u s e d  b y  c a l c u l i ,  s t r i c t u r e s  a n d  b y  a  v a r i e t y  o f  
m a l i g n a n t  t u m o u r s  o r i g i n a t i n g  i n  t h e  b i l e  d u c t s ,  
p a n c r e a s  o r  g a l l  b l a d d e r .
J a u n d i c e  Due t o  D r u g s
D r u g s  p r o d u c i n g  l i v e r  dam age  may o r  may n o t  g i v e  
r i s e  t o  j a u n d i c e o  T h o s e  d r u g s  t h a t  do c a u s e  j a u n d i c e  may 
do s o  b y  a  v a r i e t y  o f  m e c h a n i s m s  ( S h e r l o c k ,  1 9 6 4 ) .
As p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  p r e h e p a t i c  j a u n d i c e  may b e  
p r o d u c e d  b y  p h e n y l h y d r a z i n e . P a r a - a m i n o s a l i c y l a t e ,  
p h e n a c e t i n  a n d  q u i n i n e ,  c a u s e  j a u n d i c e  a n d  a c t  b y  t h e  - 
f o r m a t i o n  o f  a n t i b o d i e s  w h i c h  d e s t r o y  t h e  e r y t h r o c y t e .  . 
H e p a t i c  j a u n d i c e  may b e  c a u s e d  b y  a  g e n e r a l i z e d  t o x i c  
a c t i o n ,  a s  i n  t h e  c a s e  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  A 
h e p a t i t i s  l i k e  j a u n d i c e ,  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  i n f e c t i v e  
h e p a t i t i s ,  i s  c a u s e d  b y  i p r o n i a z i d  a n d  i t s  d e r i v a t i v e s . "
A s e n s i t i v i t y  r e a c t i o n  o c c u r s  w i t h  c h l o r p r o m a z i n e  g i v i n g  
r i s e  t o  a  c h o l e s t a t i c  t y p e  o f  j a u n d i c e .  J a u n d i c e  du e  t o  
d r u g s  may a l s o  b e  c a u s e d  b y  c o m p e t i t i o n  w i t h  c o n j u g a t i o n  
o r  t r a n s p o r t  m e c h a n i s m s .
I t  i s  b eco m e  e v i d e n t  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  o f  t o x i c i t y  
o f  many d r u g s  a n d  c h e m i c a l s  i n v o l v e s  o x i d a t i o n .  O x i d a n t s  
p r o d u c e  h a e m o l y s i s ,  f o r  e x a m p l e  m e t h a e m o g l o b i n  f o r m a t i o n ,  
g i v i n g  r i s e  t o  a  h a e m o l y t i c  j a u n d i c e .
M i c r o s o m a l  p r e p a r a t i o n s  u n d e r g o i n g  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  
show a  l o s s  o f  haem  f r o m  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0 . (De M a t t e r s  a n d  
S p a r k s ,  1 9 7 3 ) .  P e r o x i d a t i o n  b y  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  f o r }  
i n s t a n c e ,  may g i v e  r i s e  t o  j a u n d i c e  b y  t h i s  m e c h a n i s m .
D ru g  M e t a b o l i s m  a n d  H e p a t o t o x i c i t y
The l i v e r  h a s  n u m e r o u s  e s s e n t i a l  f u n c t i o n s  t o  l i f e .  
C a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m ,  f a t  m e t a b o l i s m ,  p r o t e i n  
m e t a b o l i s m  a n d  f o r m a t i o n  a n d  d e s t r u c t i o n  o f  c e l l s  a r e  a l l  
i m p o r t a n t  l i v e r  f u n c t i o n s .
The l i v e r  a l s o  p l a y s  an  i m p o r t a n t  p a r t  i n  t h e  
m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  f o r e i g n  
com pounds  i n c l u d i n g  d r u g s ,  p e s t i c i d e s ,  i n d u s t r i a l  
i n t e r m e d i a t e s  a n d  s o l v e n t s .  A l t h o u g h  t h i s  m e c h a n i s m  o f  
m o d i f i c a t i o n  i s  c a l l e d  d e t o x i c a t i o n  i t  i s '  now w e l l  known 
t h a t  m e t a b o l i s m  o f  a  f o r e i g n  compound may a l s o  g i v e  r i s e  
t o  a  m o re  t o x i c  m e t a b o l i t e  t h a n  t h e  o r i g i n a l  s u b s t a n c e .
W i l l i a m s  ( 1 9 5 9 )  d i v i d e d  t h e  m a j o r  m e t a b o l i c  c o n v e r s i o n s  
o f  d r u g s  i n t o  two g r o u p s :
a )  P h a s e  One R e a c t i o n s ,  i n v o l v i n g  o x i d a t i o n ,  r e d u c t i o n  
a n d  h y d r o l y s i s  o f  d r u g s  t o  p r o d u c e  b o t h  a c t i v e  a n d  
i n a c t i v e  m e t a b o l i t e s .
b )  P h a s e  Two R e a c t i o n s  g i v i n g  r i s e  t o  c o n j u g a t e s  
o f  t h e  d r u g  g e n e r a l l y  y i e l d i n g  i n a c t i v e  
m e t a b o l i t e s  t h a t  a r e  r e a d i l y  e x c r e t e d .
A l t h o u g h  m e t a b o l i s m  a n d  c o n j u g a t i o n  r e a c t i o n s  o c c u r  i n  
a l l  l i v e r  c e l l s ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  
t h a t  d r u g s  a r e  m e t a b o l i s e d  m o re  e x t e n s i v e l y  b y  p h a s e  o n e  
r e a c t i o n s  i n  t h e  z o n e  t h r e e  c e l l s  o f  t h e  l i v e r  a c i n i  a n d  t h a t  
c o n j u g a t i o n  o f  d r u g s  o c c u r s  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  i n  t h e  z o n e  
o n e  c e l l s  o f  t h e  a c i n i  ( S t o n e r ,  1 9 5 6 ) .
I t  i s  t h e r e f o r e  r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  d r u g s  and. 
c h e m i c a l s  t h a t  a r e  m e t a b o l i s e d  b y  P h a s e  One r e a c t i o n s  t o  
y i e l d  a  t o x i c  m e t a b o l i t e  a r e  l i k e l y  t o  l e a d  t o  h e p a t o t o x i c i t y  
t h e  s i t e  o f  w h i c h  w i l l  b e  damage  t o  t h e  c e l l s  i n  z o n e  t h r e e  
o f  t h e  l i v e r  a c i n u s .  T h i s  i s  i n  f a c t  t h e  c a s e  w i t h  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e  a n d  b r o m o b e n z e n e . B o t h  s u b s t a n c e s  a r e  w i d e l y  
u s e d  a s  m o d e l  com pounds  t o  i n d u c e  h e p a t o t o x i c i t y .
P a r a c e t a m o l  i s  a n  a n a l g e s i c  d r u g  w h i c h  a l s o  g i v e s  r i s e  
t o  h e p a t o t o x i c i t y  du e  t o  i t s  m e t a b o l i s m  t o  a  t o x i c  
m e t a b o l i t e .  T h i s  m e t a b o l i t e  i s  r e n d e r e d  i n a c t i v e  b y  
g l u c u r o n i d e  a n d  s u l p h a t e  c o n j u g a t i o n ,  w h i c h  a r e  p h a s e  tw o  
r e a c t i o n s ,  o c c u r i n g  i n  t h e  z o n e  o n e  c e l l s  o f  t h e  l i v e r  
a c i n e .
The H e p a t o t o x i c i t y  o f  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e
D u r i n g  t h e  p a s t  d e c a d e  t h e  s t u d y  o f  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
i n d u c e d  l i v e r  i n j u r y  h a s  b e e n  d o m i n a t e d  by  tw o  r e l a t e d  i d e a s .  
F i r s t l y  t h a t  t o x i c i t y  d e p e n d s  on  t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  C C l g - C l  
b o n d  a n d  s e c o n d l y  t h a t  m e t a b o l i s m  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
c a u s e s  a  p e r o x i d a t i o n  o f  s t r u c t u r a l  l i p i d s  w i t h i n  t h e  l i v e r  
c e l l .
F o r m a t i o n  o f  a  F a t t y  L i v e r  .
E a r l y  i n v e s t i g a t i o n  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  t o x i c i t y  
w as  c e n t r e d  a r o u n d  t h e  p r o b l e m  o f  t h e  f a t t y  l i v e r .  I t  i s  
now known t h a t  t h e  k e y  a l t e r a t i o n  w h i c h  a c c o u n t s  f o r  t h e  
f a t t y  l i v e r  i s  b l o c k a d e  o f  t h e  e x i t  o f  h e p a t i c  t r i ­
g l y c e r i d e s  t o  t h e  p l a s m a  a s  v e r y  low  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  
(VLDL), ( R e c k n a g e l  R .O .  , 1 9 6 7 ) .
C e l l u l a r  m e c h a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  t r a n s p o r t  o f  
t r i g l y c e r i d e s  f r o m  l i v e r  c e l l s  t o  t h e i r  e v e n t u a l  a p p e a r a n c e  
i n  t h e  p l a s m a  a s  VLDL a r e  c o m p l e x .  I n i t i a l l y  t h e  t r i g l y c e r i d e s  
t h a t  a r e  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  h e p a t i c  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a r e  
r e l e a s e d  i n t o  c h a n n e l s  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
( H a m i l t o n  e t  a l ,  1 9 6 7 )  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  o t h e r  l i p i d s  a n d  
p r o t e i n .  The i n t r a c e l l u l a r  l i p o p r o t e i n s  move w i t h i n  t h e  c e l l  
v i a  p r o c e s s e s  i n v o l v i n g  G o l g i  a p p a r a t u s .  M i n o r  c a r b o h y d r a t e  
c o m p o n e n t s  p r e s e n t  i n  p l a s m a  l i p o p r o t e i n s  may b e  a c q u i r e d  
t h e r e .  The i n t r a c e l l u l a r  l i p o p r o t e i n s  e v e n t u a l l y  r e a c h  t h e  
c e l l  s u r f a c e  a n d  a r e  d i s c h a r g e d  i n t o  t h e  p l a s m a  w h e r e  f u r t h e r  
c o m p l e x i n g  w i t h  p l a s m a  HDL a n d  LDL o c c u r s  t o  f o r m  p l a s m a  VLDL. 
( R o b i n s o n ,  1 9 7 0 ) .
A w i d e  v a r i e t y  o f  t o x i c  a g e n t s  a n d  c o n d i t i o n s  c o u l d  b e  
e x p e c t e d  t o  g i v e  r i s e  t o  a  f a t t y  l i v e r  t h r o u g h  t h e  sam e  
p a t h o p h y s i o l o g i c a l  mode o f  a c t i o n  b y  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h i s  
h e p a t i c  t r i g l y c e r i d e  s e c r e t i o n .  I t  i s  p a r t l y  f o r  t h i s  r e a s o n  
t h a t  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  p r o v e d  t o  b e  a  g o o d  m o d e l  f o r  t h e  
s t u d y  o f  l i v e r  c e l l  i n j u r y  i n  g e n e r a l  ( R e c k n a g e l  e t  a l ,  1 9 6 0 ) .
M e c h a n i s m  o f  A c t i o n
Soon  a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
t o  an  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  s e v e r e  c e l l  i n j u r y  c a n  b e  
o b s e r v e d  i n  t h e  l i v e r .  W i t h i n  15 m i n u t e s  t h e r e  i s  i n i t i a l  
b l o c k a d e  o f  h e p a t i c  t r i g l y c e r i d e  s e c r e t i o n  w h i c h  l e a d s  t o  
t h e  c h a r a c t e r i s t i c  f a t t y  l i v e r  ( R e c k n a g e l ,  1 9 6 7 ,  S c h o t z ,
1 9 6 0 ) .  H e p a t i c  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r a p i d l y  d e c l i n e s  a n d  t h e  
s t r u c t u r e  a n d  enzym e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
a r e  a l t e r e d  p a t h o l o g i c a l l y .  L i v e r  e n zy m e s  s o o n  a p p e a r  i n
t h e  p l a s m a .  H e p a t i c  w a t e r  b a l a n c e  a n d  e l e c t r o l y t e  b a l a n c e
a r e  d i s t u r b e d .  G r a d u a l l y  t h e  m i t r o c h o n d r i a l  e l e m e n t s  o f  t h e  
c e l l  b eco m e  n o n - f u n c t i o n a l .  W i d e s p r e a d  h e p a t o c e l l u l a r  
n e c r o s i s  i s  o b s e r v e d .
The m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  i s  now w i d e l y  a c c e p t e d  ( R e c k n a g e l ,
1 9 7 3 ) .  The l e t h a l  c l e a v a g e  o f  t h e  C C l ^ - C l  b o n d  o c c u r s ,
l o c a l i z e d  a t  t h e  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  s i t e  i n  t h e  m i x e d  f u n c t i o n  
o x i d a s e  s y s t e m  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  T h i s  h o m o l y t i c  
c l e a v a g e  g i v e s  r i s e  t o  a  l a r g e  n u m b e r  o f  t r i c h l o r m e t h y l  f r e e  
r a d i c a l s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  m em brane  p h o s p h o l i p i d s ,  w i t h  a  
h i g h  d e n s i t y  o f  p o l y e n o i c  f a t t y  a c i d s .  The t r i c h l o r m e t h y l  
f r e e  r a d i c a l  i s  a b l e  t o  b i n d  t o  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  c a u s i n g  
u n c o u p l i n g  o f  f l a v o p r o t e i n s  a n d  g e n e r a t i o n  o f  o t h e r  r a d i c a l s  
s u c h  a s  t h e  s u p e r o x i d e  a n i o n .
L i p i d  p e r o x i d a t i o n  c a n  u s u a l l y  b e  c u r t a i l e d  b y  t h e  
s c a v e n g i n g  o f  f r e e  r a d i c a l s  b y  a n t i o x i d a n t s  s u c h  a s  v i t a m i n  
E a n d  t h e  d i s m u t a t i o n  o f  t h e  s u p e r o x i d e  a n i o n  f r e e  r a d i c a l  
b y  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  (M cCord  e t . - . a l ,  1 9 6 9 ) .  G l u t a t h i o n e  
p e r o x i d a s e  c a n  a l s o  p r o t e c t  a g a i n s t  l i p i d  p e r o x i d a t i o n
c o n v e r t i n g  l i p i d  h y d r o p e r o x i d e s  t o  c o r r e s p o n d i n g  a l c o h o l s .
( C h r i s t o p h e r s e n ,  1 9 6 8 ) .  u •
I n  t h e  c a s e  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  t o x i c i t y ,  h o w e v e r ^  
t h e  n u m b e r  o f  f r e e  r a d i c a l s  o v e r w h e l m  t h e  p r o t e c t i v e  
m e c h a n i s m s  w i t h  c o n s e q u e n t  d i s r u p t i o n  o f  n o r m a l  m em brane  
s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .
Membrane p h o s p h o l i p i d s  h a v e  a  h i g h  d e n s i t y  o f  p o l y e n o i c  : 
f a t t y  a c i d s .  T h e s e  f a t t y  a c i d s  a r e  p a r t i c u l a r l y  s u s c e p t i b l e  
t o  f r e e  r a d i c a l  a t t a c k  a n d  t h i s  o c c u r s  i n  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
t o x i c i t y  a s  shown i n  f i g u r e  1 . 4 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  f o r  e a c h  
r a d i c a l  f o r m e d  b y  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  m e t a b o l i s m ,  tw o  o r g a n i c  
r a d i c a l s  a r e  f o r m e d .  T h u s  t h e  t h e o r y  p r o v i d e s  a  m e c h a n i s m  o f  
u n d e r s t a n d i n g  t h e  d e v a s t a t i n g  e f f e c t s  o f  v e r y  lo w  d o s e s  o f  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  s i n c e  r e l a t i v e l y  few  CC1 - C l  b o n d  
c l e a v a g e s  w o u l d  r e s u l t  i n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  many new f r e e  
r a d i c a l s .  The p r o c e s s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  p r o c e e d  f r o m  
s i t e s  r e l a t i v e l y  d i s t a n t  f r o m  t h e  l o c u s  o f  t h e  i n i t i a l  c l e a v a g e  
a n d  p r o v i d e s  a  m e c h a n i s m  f o r  t h e  e x p l o s i v e  c h a r a c t e r  o f  t h e  
p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  s e t  i n  m o t i o n  b y  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  
p o i s o n i n g .
F i g u r e  1 . 5  s h o w s  a  t i m e t a b l e  o f  e v e n t s  o c c u r i n g  i n  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e  i n d u c e d  l i v e r  i n j u r y .
The E f f e c t  o f  C a r b o n  T e t r a c h l o r i d e  o n  P r o t e i n  S y n t h e s i s
M a r k e d  d e p r e s s i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  d i s p e r s i o n  o f  
p o l y r i b o s o m e s  o c c u r  e a r l y  i n  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  l i v e r  c e l l  
i n j u r y  ( A l p e r s ,  1 9 6 8 ;  S e a k i n s , 1 9 6 3 ;  S m u c k l e r ,  1 9 6 2 ) .  I t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  s u l p h y d r y l  g r o u p s ,  v i t a l  t o  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,
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F i  g u r e  1 . 5
T i m e t a b l e  o f  E v e n t s  i n  C a r b o n  T e t r a c h l o r i d e  I n d u c e d  L i v e r  I n j u r y
TIME AFTER DOSE 
( h o u r s )
0 . 5
1
2 - 4
5 -  10
10
12
24
EVENT
D i s t u r b a n c e  t o  l i p i d  m e t a b o l i s m  
Change  i n  a p p e a r n a c e  o f  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  ’ ;
D e p r e s s i o n  o f  m i c r o s o m a l  en zy m e  a c t i v i t y  
D e p r e s s i o n  o f  h e p a t i c  p r o t e i n  s y n t h e s i s
I n c r e a s i n g  h e p a t i c  c a l c i u m  c o n t e n t  i n  
m i t o c h o n d r i a ;
E l e c t r o l y t e  b a l a n c e  d i s t u r b a n c e s  
S w e l l i n g  o f  l i v e r  c e l l s  
D e p l e t i o n  o f  h e p a t i c  g l y c o g e n
L y s o s o m a l  d i s r u p t i o n  
F o c a l  n e c r o s i s  ( m i d z o n a l )
I n t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  a p p e a r  i n  p l a s m a  
M i t o c h o n d r i a l  damage
C e n t r i l o b u l a r  c e l l s  e x h i b i t  p r e n e c r o t i c  
c h a n g e s
B a l l o o n  c e l l s  i n  m i d z o n a l  r e g i o n
M a r k e d  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  ( u p  
t o  h a l f  o f  l o b u l e )
may b e  a t t a c k e d  b y  t r i c h l o r m e t h y l  r a d i c a l s  g e n e r a t e d  
f r o m  t h e  m e t a b o l i s m  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  T h e r e  i s  
at. p r e s e n t  no  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  t h i s  v i e w ,  h o w e v e r .  
A l t e r n a t i v e l y  t h e  f r e e  r a d i c a l s  c o u l d  a t t a c k  m em brane  
p r o t e i n s ,  e s p e c i a l l y  t h e  f r e e  s u l p h y d r y l  g r o u p s  r e s u l t i n g  
i n  t h e  m em brane  a s  a  r e s u l t  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n ,  t h u s  
c a u s i n g  a  d e p r e s s i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( E l l m a n ,  1 9 5 9 ) .
The  E f f e c t  o f  I n d u c i n g  A g e n t s  on T o x i c i t y
A n u m b e r  o f  d r u g s  a n d  c h e m i c a l s  h a v e  b e e n  sh o w n  t o  
c a u s e  an  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l i v e r  m i c r o s o m a l  
d r u g  m e t a b o l i s i n g  e n z y m e s  o f  t r e a t e d  a n i m a l s  ( C o n n e y ,  1 9 6 2 ;  
1 9 7 2 ) .  An e x a m p l e  i s  t h e  a c t i o n  o f  p h e n o b a r b i t o n e .
B ro m o b e n z e n e
I t  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  b r o m o b e n z e n e ,  a  h a l o g e n a t e d  
a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n ,  c a u s e s  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  o f  t h e  
l i v e r .  When a d m i n i s t e r e d  t o  a n i m a l s  t h e  f i r s t  h i s t o l o g i c a l  
e v e n t  t o  o c c u r  i s  t h e  d e p l e t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  g l y c o g e n  a f t e r  
12 t o  16 h o u r s . C e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  i s  o b s e r v e d  a f t e r  
24 h o u r s  ( R e i d  e t  a l ,  1 9 7 3 ) .
B r o m o b e n z e n e  i s  t h o u g h t  t o  b e  m e t a b o l i s e d  i n i t i a l l y  t o  a n  
e p o x i d e ,  4 - b r o m o b e n z e n e  o x i d e  ( J o l l o w  e t  a l ,  1 9 7 4 ;  A zo u z  
e t  a l  ( 1 9 5 3 ) ;  D a l y  e t  a l , 1 9 7 2 ) .  E p o x i d e s  a r e  know n t o  u n d e r g o  
n o n - e n z y m i c  r e a r r a n g e m e n t  t o  p h e n o l s ,  h y d r a t i o n  b y  a n  e p o x i d e  
h y d r a s e  t o  y i e l d  d i h y d r o d i o l s  o r  c o n j u g a t i o n  w i t h  g l u t a t h i o n e  
b y  a  g l u t a t h i o n e - S - e p o x i d e  t r a n s f e r a s e  t o  y i e l d  m e r c a p t u r i c  
a c i d s ,  ( B o y l a n d  e t  a l ,  1 9 6 9 ;  D a l y  e t  a l ,  1 9 7 2 ) .  The e p o x i d e  
m e t a b o l i t e  o f  b r o m o b e n z e n e  c a n  f o l l o w  a n y  o f  t h e s e  c o u r s e s .
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The 3 ,  . 4 b r o m o b e n z e n e  o x i d e  c a n  a c t  l i k e  a l l  
o t h e r  e p o x i d e s  t o  b e  t o x i c .  E p o x i d e s  h a v e  m u t a g e n i c  
p r o p e r t i e s ,  t h e y  . c a n  c a u s e  m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  o f  
t i s s u e  c u l t u r e  c e l l s  a n d  t h e y  c a n  b e  a l k y l a t i n g  a g e n t s  
r e a c t i n g  w i t h  p r o t e i n s  a n d  n u c l e i c  a c i d s  ( J o l l o w  e t  a l ,
1 9 7 4 ;  G r o v e r  e t  a l ,  1 9 7 1 ;  H u b e rm an  e t  a l ,  1 9 7 1 ) .  The 
n a t u r e  o f  t h e  b r o m o b e n z e n e  e p o x i d e  p o s s e s s e s  a l l  t h e  
r e q u i r e d  c h a r a c t e r i s t i c s  n e e d e d  f o r  t o x i c i t y .  I t  i s  
h i g h l y  e l e c t r o p h i l i c  l e a d i n g  t o  a  r a p i d  r e a c t i o n  w i t h  
c e l l u l a r  n u c l e o p h i l e s .  The e p o x i d e  a l s o  h a s .  s u f f i c i e n t  
s t a b i l i t y  t o  b e  t r a n s p o r t e d  f r o m  t h e  s i t e  o f  f o r m a t i o n  
t o  v i t a l  o r g a n e l l e s  i n  t h e  c e l l .
S m a l l  d o s e s  o f  b r o m o b e n z e n e  l e a d  t o  l i t t l e  t o x i c i t y .
T h i s  i s  due  t o  t h e  p r o t e c t i v e  r o l e  o f  g l u t a t h i o n e  f o r m i n g  
a  m e r c a p t u r i c  a c i d  a n d  r e m o v i n g  t h e  t o x i c  e p o x i d e  m e t a b o l i t e  
o f  b r o m o b e n z e n e  f r o m  c i r c u l a t i o n .  H o w e v e r ,  i n  h i g h  d o s a g e ,  
g l u t a t h i o n e  s t o r e s  b e c o m e  d e p l e t e d  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  3 , 4 - b r o m o b e n z e n e  o x i d e  b i n d  t o  m a c r o m o l e c u l e s  c o v a l e n t l y  
c a u s i n g  n e c r o s i s  o f  l i v e r  c e l l s  ( E i g u r e  1 . 6 ) .
Much i n v e s t i g a t i o n  h a s  b e e n  d o n e  on  t h e  p r o t e c t i o n  o f  
t h e  l i v e r  a g a i n s t  b r o m o b e n z e n e  t o x i c i t y .  P h e n o b a r b i t o n e  
h a s  b e e n  show n  t o  e n h a n c e  t h e  t o x i c i t y  o f  b r o m o b e n z e n e  b y  
i n d u c i n g  g r e a t e r  m e t a b o l i s m  t o  t h e  t o x i c  e p o x i d e .  C o n v e r s e l y  
b l o c k i n g  t h e  m e t a b o l i s m  o f  b r o m o b e n z e n e  t o  i t s  e p o x i d e  w i t h  
p i p e r o n y l b u t o x i d e  o r  SKF 525A p r e v e n t s  t h e  l i v e r  n e c r o s i s  
a n d  d e c r e a s e d  t h e  c o v a l e n t  b i n d i n g  o f  t h e  t o x i c  m e t a b o l i t e  
( Z a m p a g l i o n e , 1 9 7 3 ) .
P a r a c e t a m o l  M e c h a n i sm  o f  T o x i c i t y
P a r a c e t a m o l ,  o r  A c e t a m i n o p h e n  a s  i t .  i s  know n i n  t h e  
U n i t e d  S t a t e s ,  i s  s a f e  a t  t h e r a p u t i c  d o s e s , b u t  i t  c a n  
p r o d u c e  a  f u l m i n a n t  h e p a t i c  n e c r o s i s  when t a k e n  i n  o v e r ­
d o s e .
When a d m i n i s t e r e d  t o  r a t s  a n d  m i c e ,  p a r a c e t a m o l  w as  > 
f o u n d  t o  p r o d u c e  c e n t r i l o b u l a r  h e p a t i c  n e c r o s i s  s i m i l a r  
t o  t h a t  f o u n d  i n  m an ,  ( P r e s c o t t  e t  a l ,  1 9 7 9 ;  B o y e r  a n d  
R o u f f ,  1 9 7 1 ;  B oyd  a n d  B e r e c z k y ,  1 9 6 6 ) .  I n v e s t i g a t i o n  o f  
t h e  m e c h a n i s m  o f  h e p a t i c  n e c r o s i s  b y  M i t c h e l l  e t  a l  ( 1 9 7 3 )  
s h o w e d  t h a t  p h e n o b a r b i t o n e  e n h a n c e d  t h e  t o x i c i t y  o f  
p a r a c e t a m o l  a n d  p i p e r o n y l  b u t o x i d e ,  a  m e t a b o l i t e  i n h i b i t o r ,  
p r e v e n t e d  t h e  n e c r o s i s  due  t o  p a r a c e t a m o l  t o n i c i t y .  T h e s e  
o b s e r v a t i o n s  l e a d  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  p a r a c e t a m o l  i s  
m e t a b o l i s e d  t o  a n  i n t e r m e d i a t e  t h a t  c a u s e s  t h e  h e p a t o t o x i c i t y  
a n d  n e c r o s i s .
A f u r t h e r  s t u d y  b y  J o l l o w  e t  a l  ( 1 9 7 3  a )  s h o w e d  t h a t  t h e  
d e g r e e  o f  n e c r o s i s  i n  t h e  l i v e r  p a r a l l e l e d  t h e  e x t e n t  o f  
b i n d i n g  o f  r a d i o l a b e l l e d  p a r a c e t a m o l .  R e e s  a n d  T a r l o w  ( 1 9 6 7 )  
p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  i n t r a h e p a t i c  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  e n z y m e s  
t h a t  p r o d u c e  t o x i c  m e t a b o l i t e s  may d e t e r m i n e  t h e  d i s t r i b u t i o n  
o f  n e c r o s i s .  T h i s  h y p o t h e s i s  was  p r e d i c t e d  on  t h e  f i n d i n g  
t h a t  p e r i p o r t a l  n e c r o s i s  w as  c a u s e d  b y  a l l y l f o r m a t e  a n d  
a l l y l  a l c o h o l ,  p r e s u m a b l y  a s  a  r e s u l t  o f  t h e i r  c o n v e r s i o n  t o  
t h e  r e a c t i v e  a l d e h y d e ,  a c r o l e i n ,  b y  a n  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  
l o c a l i z e d  i n  p e r i p o r t a l  h e p a t o c y t e s .
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F i g u r e  1 . 7
P a t h w a y s  o f  P a r a c e t a m o l  M e t a b o l i s m
H i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  r e v e a l  a  c e n t r i l o b u l a r  
d i s t r i b u t i o n  f o r  s e v e r a l  d r u g  m e t a b o l i s i n g  e n z y m e s  o f  
t h e  t y p e  t h a t  m e t a b o l i s e  p a r a c e t a m o l .  ( K o u d s t a a l  e t  
a l  1 9 6 9 . 1 9 7 0 )  T h u s  t h e  c e n t r i l o b u l a r  l o c a t i o n  o f  t h e  
p a r a c e t a m o l  i n d u c e d  l e s i o n  m i g h t  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  
f o r m a t i o n  i n  t h e  c e n t r i l o b u l a r  c e l l s  o f  a  h i g h l y  
r e a c t i v e  m e t a b o l i t e  o f  p a r a c e t a m o l  t h a t  a l k y l a t e s  n e a r b y  
m a c r o m o l e c u l e s  t h e r e b y  c a u s i n g  c e l l u l a r  d a m a g e .
F u r t h e r  w o r k  r e v e a l e d  t h a t  p a r a c e t a m o l  c a u s e d  t h e  
d e p l e t i o n  o f  h e p a t i c  g l u t a t h i o n e  ( M i t c h e l l  e t  a l  1 9 7 3 c )  
when g i v e n  i n  o v e r d o s e  t o  m i c e .
The p r o p o s e d  m e c h a n i s m  f o r  m e t a b o l i s m  a n d  t o x i c i t y  
o f  p a r a c e t a m o l  i s  show n  i n  F i g u r e  1 . 7 .
A t h e r a p u t i c  d o s e  o f  p a r a c e t a m o l  d o e s  n o t  c a u s e  
l i v e r  damage  b e c a u s e  s m a l l  a m o u n t s  o f  a c t i v e  m e t a b o l i t e  
a r e  r a p i d l y  i n a c t i v a t e d  b y  p r e f e r e n t i a l  c o n j u g a t i o n  w i t h  
h e p a t i c  g l u t a t h i o n e  a n d  s u b s e q u e n t l y  e x c r e t e d  i n  t h e  
u r i n e  a s  c y s t e i n e  a n d  m e r c a p t u r i c  a c i d  c o n j u g a t e s  
( M i t c h e l l ,  J . R .  , 1 9 7 5 ) .  H o w e v e r ,  h e p a t i c ,  g l u t a t h i o n e  i s  
r a p i d l y  d e p l e t e d  b y  t o x i c  d o s e s  o f  p a r a c e t a m o l  a n d  w h en  
s t o r e s  a r e  r e d u c e d  t o  l e s s  t h a n  a b o u t  30% o f  n o r m a l ,  t h e  
e x c e s s  m e t a b o l i t e  i s  f r e e  t o  a l k y l a t e  v i t a l  c e l l  
c o n s t i t u e n t s  c a u s i n g  n e c r o s i s .
More r e c e n t l y  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  f o l l o w i n g  
p a r a c e t a m o l  i n t o x i c a t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  m e a s u r i n g  
e x h a l e d  a l k a n e s  ( W e n d e l ,  1 9 7 9 ) .  I t  w as  shown t h a t  w h e n  
l i v e r  g l u t a t h i o n e  l e v e l s  a r e  d e p l e t e d  b y  p a r a c e t a m o l ,  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n  o c c u r s .
P a r a c e t a m o l  O v e r d o s e
S e l f  p o i s o n i n g  w i t h  p a r a c e t a m o l  i s  v e r y  common.
The p h y s i c i a n  i s  o f t e n  c o n f r o n t e d  w i t h  t h e  p r o b l e m  o f  
d e t e r m i n i n g  t h e  r i s k  o f  l i v e r  t o x i c i t y  i n  .a  p a t i e n t  
who may h a v e  i n g e s t e d  a n  o v e r d o s e  o f  p a r a c e t a m o l .
An i n g e s t e d  d o se  o f  1 5 g  o f  p a r a c e t a m o l  may b e  
a s s o c i a t e d  w i t h  l i v e r  t o x i c i t y .  The n o r m a l  h a l f  l i f e  
o f  t h e  d r u g  i s  tw o  h o u r s ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  i n  b l o o d  
a r e  u s u a l l y  a s s e s s e d  a f t e r  f o u r  h o u r s . I f  t h e  p l a s m a  
l e v e l  i s  g r e a t e r  t h a n  300 ju g /m l  a f t e r  f o u r  h o u r s  t h e  
i n c i d e n c e  o f  h e p a t o t o x i c i t y  i s  1 0 0 %, i f  l e s s  t h a n  1 2 0  j u g /  
m l  t h e r e  i s  no d a n g e r  (A m bre ,  1 9 7 7 ) .
S i n c e  g l u t a t h i o n e  i s  d e p l e t e d  i n  p a r a c e t a m o l  . 
p o i s o n i n g  many s u l p h y d r y 1 - c o n t a i n i n g  a m in o  a c i d s  h a v e  
b e e n  t r i e d  a s  a n t i d o t e s  t o  p a r a c e t a m o l  t o x i c i t y .  H o w e v e r ,  
t h e s e  a n t i d o t e s  t h e m s e l v e s  a r e  n o t  t o t a l l y  i n o c u o u s .  
C y s t e a m i n e  w as  f o u n d  t o  b e  s u c c e s s f u l  i n  t r e a t i n g  s e v e r e  
p a r a c e t a m o l  o v e r d o s a g e  ( P r e s t c o t t  e t  a l ,  1 9 7 4 ) .  C y s t e a m i n e  
h o w e v e r  c a u s e s  f l u s h i n g ,  n a u s e a ,  v o m i t i n g ,  d r o w s i n e s s  .a n d  
a  g e n e r a l l y  m i s e r a b l e  f e e l i n g ,  a s  s i d e  e f f e c t s  f o r  up  t o  
36 h o u r s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n .  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  c y s t e a m i n e  
p r o t e c t s  a g a i n s t  h e p a t i c  n e c r o s i s  b y  c o m b i n i n g  w i t h  a c t i v e  
p a r a c e t a m o l  m e t a b o l i t e  w i t h i n  t h e  h e p a t o c y t e  i n  t h e  s am e  way 
a s  g l u t a t h i o n e  t h u s ,  p r e v e n t i n g  a l k y l a t i o n  o f  l i v e r - c e l l  
m a c r o m o l e c u l e s  ( M i t c h e l l  e t  a l ,  1 9 7 3 ,  a ,  b ,  c ) .
As w e l l  a s  p r o t e c t i n g  t h e  l e v e l s  o f  h e p a t i c  g l u t a t h i o n e ,  
c y s t e a m i n e  may a l s o  i n h i b i t  t h e  o x i d a t i o n  o f  p a r a c e t a m o l  t o  
t h e  t o x i c  m e t a b o l i t e  ( L e a d i n g  A r t i c l e , L a n c e t ) . C y s t e a m i n e  
i s  o n l y ,  e f f e c t i v e  i f  g i v e n . w i t h i n  t e n  h o u r s  o f  i n g e s t i o n  o f
p a r a c e t a m o l  h o w e v e r  a n d  t h e r e  i s  a  r i s k  o f  p r e c i p i t a t i n g  
h e p a t i c  coma i f  i t  o r  a n y  o f  t h e  o t h e r  S - a m i n o  a c i d s  a r e  
g i v e n  m o r e  t h a n  t e n  h o u r s  a f t e r  t h e  o v e r d o s e .  . T h i s  i s  due  
t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e • a l r e a d y  d a m ag ed  l i v e r  may b e  u n a b l e  t o  
m e t a b o l i s e  th e m  (M u r p h y ,  1 9 7 6 ) .
E a r l i e r  t r e a t m e n t s  w i t h  c o r t i c o s t e r o i d s ,  a n t i h i s t a m i n e s ,  
h e p a r i n  h a e m o d i a l y s i s  a n d  c h a r c o a l  c o lu m n  h a e m o p e r f u s i o n  f a i l e d  
t o  p r e v e n t  l i v e r  damage  i n  s e v e r e l y  p o i s o n e d  p a t i e n t s .  
( E d i t o r i a l ,  B r i t i s h  M e d i c a l  J o u r n a l ,  1 9 7 7 ) .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  
g l u t a t h i o n e  a l s o  p r o v e d  u n s a t i s f a c t o r y  s i n c e  c e l l  p e n e t r a t i o n  
i s  l o w .  A l t e r n a t i v e s  u s e d  i n  r e c e n t  y e a r s  h a v e  i n c l u d e d  
c y s t e i n e ,  m e t h i o n i n e  a n d  c y s t e a m i n e .  N - A c e t y l  c y s t e i n e  a s  a n  
a n t i d o t e  t o  p a r a c e t a m o l  p o i s o n i n g  h a s  b e e n  p r o p o s e d .  ( P i p e r n o ,  
1 9 7 6 ) .
I n t r a v e n o u s  i n f u s i o n  o f  N - A c e t y l  c y s t e i n e  i s  
r e c o m m e n d e d  a s  t h e  t r e a t m e n t  o f  c h o i c e  i n  a c u t e  p a r a c e t a m o l  
p o i s o n i n g .  ( P r e s t c o t t ,  1 9 7 9 ) .  V i r t u a l l y  c o m p l e t e  p r o t e c t i o n  
a g a i n s t  l i v e r  dam age  w as  a c h i e v e d  i n  40 p a t i e n t s  t r e a t e d  w i t h  
N - A c e t y l  c y s t e i n e  w i t h i n  e i g h t  h o u r s  a f t e r  i n g e s t i o n  o f  
p a r a c e t a m o l .  I n  t h e  sam e  s t u d y  N - A c e t y l  c y s t e i n e  w as  s h o w n  
t o - b e  m o re  e f f e c t i v e  t h a n  c y s t e a m i n e  a n d  m e t h i o n i n e  a n d  f r e e  
f r o m  a d v e r s e  e f f e c t s .  C o n t r o v e r s y  e x i s t s  h o w e v e r ,  w i t h  
o t h e r  w o r k e r s  s u g g e s t i n g  t h a t  m e t h i o n i n e  i s  a s  e f f e c t i v e  a s  
N - A c e t y l  c y s t e i n e  a n d  much c h e a p e r  t o  u s e  ( W i d d o p , 1 9 7 9 ) .
P a r a c e t a m o l  o v e r d o s e  i s  a  r e a l  p r o b l e m .  E a r l y  c l i n i c a l  
a s s e s s m e n t  i s  i m p o s s i b l e ,  e v e n  i n  s e v e r e  p o i s o n i n g  t h e  
i n i t i a l  f e a t u r e s  a r e  m i l d  w i t h  l i t t l e  o t h e r  t h a n  p a l l o r ,  
n a u s e a  a n d  o c c a s i o n a l  v o m i t i n g .  L i v e r  damage  may n o t  b e c o m e  
a p p a r e n t  c l i n i c a l l y  f o r  f i v e  o r  s i x  d a y s .  F u r t h e r m o r e  t h e r e  
i s  a  c o n s i d e r a b l e  i n d i v i d u a l  v a r i a t i o n  i n  s u s c e p t i b i l i t y  t o
h e p a t i c  dam age  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a l c o h o l  o r  
b a r b i t u r a t e s  t h e  l i v e r  t o x i c i t y  may b e  e n h a n c e d .
The r e s u l t s  o f  c o n v e n t i o n a l  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  
i n c l u d i n g  enzym e  t e s t s  a r e  u n r e l i a b l e  i n d i c e s  s i n c e  
s e v e r a l  d a y s  may e l a p s e  b e f o r e  t h e s e  i n d i c a t e  s e v e r e  
t o x i c i t y .  ( L e a d i n g  A r t i c l e ,  L a n c e t  1 9 7 5 ,  a n d  E d i t o r i a l ,  
B r i t i s h  M e d i c a l  J o u r n a l ,  1 9 7 7 ) .  T h e r e  i s  i n d e e d  a  n e e d  
f o r  a  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t  t h a t  i s  a b l e  t o  m o n i t o r  t h e  
e f f e c t s  o f  p a r a c e t a m o l  o v e r d o s e  m o re  e f f i c i e n t l y .
THE SAFETY EVALUATION OF DRUGS
The s a f e t y  e v a l u a t i o n  o f  new d r u g s  a n d  c h e m i c a l s  i s  
d i f f i c u l t ,  e x p e n s i v e  a n d  c o m p l e x .  T r i a l s  a n d  t e s t s  i n  
a n i m a l  s p e c i e s  c a n  o n l y  y i e l d  r e l i a b l e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  
t h e  d r u g  i n  t h a t  s p e c i e s  a n d  i t  may b e  d a n g e r o u s  t o  a s s u m e  
s i m i l a r  t o x i c i t y  o r  m e t a b o l i s m  i n  t h e  hu m an .
R e c e n t l y  t h e r e  h a s  b e e n  g r e a t  c o n c e r n  w i t h  t h e  r o l e  o f  
v i n y l  c h l o r i d e  a s  a  c a u s e  o f  a n g i o s a r c o m a  o f  t h e  l i v e r  
( P o p p e r  1 9 7 5 )  a n d  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  n a t u r a l . h e p a t o t o x i n s  t o  
c a r c i n o g e n e s i s  i n  m an .
C o n c e r n  h a s  f o c u s e d  o n  t h e  h e p a t i c  i n j u r y  c a u s e d  b y  a  
n u m b e r  o f  m e d i c i n a l  a g e n t s  (Z im m erm an ,  1 9 7 8 ) .  The p a s t  f e w  
y e a r s  h a v e  w i t n e s s e d  h e p a t o c e l l u l a r  d i s e a s e  p r o d u c e d  b y  
r e a c t i o n s  t o  i s o n i a z i d  ( B l a c k  e t  a l ,  1 9 7 5 ) ,  h a l o t h a n e  
( B o t t i n g e r ,  1 9 7 6 ) , o( - m e t h y l d o p a  (Rodm an,  1 9 7 6 ) ,  o r a l  
c o n t r a c e p t i v e s  ( S c h m i d t ,  1 9 7 7 ;  B r i t i s h  M e d i c a l  J o u r n a l  
E d i t o r i a l ,  A u g u s t  1 9 7 7 ;  F e c h n e r ,  1977-) a n d  n u m e r o u s  o t h e r  
d r u g s  a l l  o f  w h i c h  w e r e  a v a i l a b l e  o n  p r e s c r i p t i o n .
A c u t e  h e p a t i c  i n j u r y  p r o d u c e d  b y  some d r u g s  i s  
c h a r a c t e r i s e d  b y  damage  t o  t h e  h e p a t o c y t e s . O t h e r  d r u g s  l e a d  
t o  c h o l e s t a t i c  i n j u r y  m a n i f e s t e d  b y  a r r e s t e d  b i l e  f l o w  a n d  
j a u n d i c e .  Some d r u g s  l e a d  t o  a  m i x t u r e  o f  b o t h  t y p e s  o f  
i n j u r y ,  t h a t  i s  t h e y  l e a d  t o  c y t o t o x i c  a n d  c h o l e s t a t i c  i n j u r y .
The  d e v e l o p m e n t  o f  s t e a t o s i s  a n d  f a t t y  c i r r h o s i s  i n  some 
p a t i e n t s  a f t e r  p r o l o n g e d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e  h a s  
b eco m e  a  p r o b l e m  o f  m a j o r  c o n c e r n  t o  p h y s i c i a n s  u s i n g  t h i s  
d r u g  t o  t r e a t  p s o r i a s i s .  T e s t i n g  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  f a t t y  
l i v e r  a n d  c i r r h o s i s  i n  r e c i p i e n t s  o f  m e t h o t r e x a t e  a p p e a r s  t o
r e q u i r e  p e r i o d i c  l i v e r  b i o p s y  s i n c e  b i o c h e m i c a l  t e s t i n g  i s  
i n s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e .  C l e a r l y  t h §  a p p r o a c h  t o  t h e  
d i a g n o s i s  a n d  p r e d i c t i o n  o f  d r u g  i n d u c e d  h e p a t i c  i n j u r y  
r e q u i r e s  c o n s i d e r a b l e  i m p r o v e m e n t  (Z im m erm an ,  1 9 7 8 ) .
A l a r g e  n u m b e r  o f  t e s t s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  t o  d e t e c t  
a n d  m o n i t o r  l i v e r  f u n c t i o n  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  a n d  man .
I t  i s  d e s i r a b l e  t o  h a v e  c o g n i z a n c e  o f  s e n s i t i v i t y ,  s p e c i f i c i t y  
a n d  s i m p l i c i t y  a s  w e l l  a s  r e l i a b i l i t y  o f  t h e  b i o c h e m i c a l  
d e t e r m i n a t i o n  t o  e v a l u a t e  h e p a t o t o x i c i t y . T e s t s  may p r o v i d e  
i n f o r m a t i o n  o n  t h e  f u n c t i o n a l  s t a t u s  o f  o n e  o r  m o re  o f  t h e  
s t r u c t u r a l  u n i t s  o f  t h e  l i v e r ;  h e p a t o c y t e s ,  b i l i a r y  n e t w o r k ,  
v a s c u l a t u r e  a n d  m e s e n c h y m a l  c e l l s .
H e p a t o t o x i c i t y  r e a c t i o n s  w h i c h  a r e  o f  t e n  ^ p r e d i c t a b l e '  a n d  
c a n  b e  r e p r o d u c e d  i n  a n i m a l s ,  a r e  d o s e  d e p e n d a n t .  O c c a s i o n a l l y  
h o w e v e r  t h e y  a r e  u n p r e d i c t a b l e  a n d  do n o t  p r o d u c e  c h a r a c t e r i s t i  
u n t o w a r d  e f f e c t s  i n  a n i m a l s .  A n im a l  s t u d i e s  a r e  u s e d  t o  d e t e c t  
p r e d i c t a b l e  r e a c t i o n s  a n d  t h e s e  c a n  p r o v i d e  g u i d a n c e  f o r  f u t u r e  
i n v e s t i g a t i o n s  o f  d r u g  o r  c h e m i c a l  h e p a t o t o x i c i t y  i n  Man.  
S e n s i t i v i t y  o r  i d i o s y n c r a t i c  r e a c t i o n s ,  h o w e v e r ,  may n o t  b e  
d e t e c t e d .  /
A s t a n d a r d  p r o g r e s s i o n  o f  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  a r e  u s e d  
i n  a n i m a l  s t u d i e s ,  d e p e n d e n t  on  t h e  p r a c t i c a l  l i m i t a t i o n s  
im p o s e d  b y  t h e  s i z e  o f  t h e  a n i m a l  u s e d ,  t h e  a b i l i t y  t o  do t e s t s  
w i t h o u t  a n a e s t h e s i a  an d  t h e  p u r p o s e  o r  d e s i g n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  
A c u t e  a n d  c h r o n i c  s t u d i e s  a r e  e m p l o y e d  w i t h  a t t e n t i o n  t o  
t o x i c i t y ,  t e r a t o l o g y ,  m u t a g e n i c i t y  a n d  c a r c i n o g e n i c i t y  i n  ~the 
a n i m a l  t r i a l s  o f  new d r u g s  a n d  c h e m i c a l s .
S t u d i e s  i n  Man a r e  d e s i g n e d  t o  e v a l u a t e  t h e  r e l a t i v e  
r i s k  o f  p r e d i c t a b l e  h e p a t o t o x i c i t y  o f  d r u g s  a n d  c h e m i c a l s ,  
w h o se  p h a r m a c o l o g y  i n d i c a t e s  l i v e r  l e s i o n s  may d e v e l o p  
f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o r  e x p o s u r e  t o  t h e  d r u g .  T hey  a r e  
a l s o  u s e d  t o  d e t e c t  p r e d i c t a b l e  r e a c t i o n s  i n  Man t h a t  do n o t  
o c c u r  i n  a n i m a l s  a n d  t o  d e t e c t  r e a c t i o n s  t h a t  a r e  n o t  
p r e d i c t a b l e .
T h e r e  s e e m s  h o w e v e r  no  i d e a l  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t  t h a t  
c a n  b e  u s e d  t o  b o t h  m o n i t o r  a n d  d e t e c t  h e p a t o t o x i c i t y  o f  
d r u g s  a n d  c h e m i c a l s .  V o lu m es  o f  l i t e r a t u r e  o n  t h e  c h o i c e  o f  
l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  c o n f e s s e s  t o  a  f a i l u r e  o f  i n a d e q u a t e  
m o n i t o r i n g  o f  t r u e  l i v e r  f u n c t i o n .
Many d r u g s  a v a i l a b l e  o n  p r e s c r i p t i o n  a r e  known t o  h a v e  
a  s m a l l  i n c i d e n c e  o f  h e p a t o t o x i c  s i d e  e f f e c t s !  T h e s e  
e f f e c t s  n e e d  t o  b e  d e t e c t e d  b e f o r e  damage i s  s e v e r e  i n  t h e  
u n l u c k y  p a t i e n t  who d e v e l o p s  h e p a t o t o x i c i t y .
H e p a t o t o x i c i t y  o f  P e r h e x i l i n e  M a l e a t e
A d r u g  c u r r e n t l y  p r e s c r i b e d  f o r  a t t a c k s  o f  a n g i n a ,  PEXID, 
h a s  a l s o  show n  t o  h a v e  o c c a s i o n a l  h e p a t o t o x i c  s i d e  e f f e c t s .
As a n  a n t i - a n g i n a l  d r u g  PEXID, p e r h e x i l i n e  m a l e a t e ,  i s  s e c o n d  
t o  n o n e .  T r i a l s  o f  t h e  d r u g  s h o w e d  t h a t  a  m ean  r e d u c t i o n  o f  
s e v e n t y  p e r c e n t  i n  a n g i n a l  a t t a c k s  w a s  o b s e r v e d .  The d r u g  . 
c a n  b e  u s e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  a s t h m a  o r  b r o n c h i t i s  a s  no  
s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  i n  v e n t i l a t o r y  f u n c t i o n  o c c u r s .  
P e r h e x i l i n e  i m p r o v e s  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  h e a r t ,  t h u s  
r e d u c i n g  t h e  n u m b e r  o f  a n g i n a l  a t t a c k s .  I t  d o e s  n o t  a c t  a s  a  
b e t a  b l o c k e r  o r  v a s o d i l a t o r .  The e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  d r u g  i n ’-, 
p a t i e n t s  w i t h  c r i p p l i n g  a n g i n a l  p a i n  i s  p r o v e n  b e y o n d  d o u b t  
( A r m s t r o n g ,  1 9 7 3 ) .
H ow eve r  p e r h e x i l i n e  a d m i n i s t r a t i o n  i s  b e i n g  i n c r e a s i n g l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  h e p a t o t o x i c i t y  a n d  n e u r o t o x i c i t y  i n  a  
p r o p o r t i o n  o f  p a t i e n t s  r e c e i v i n g  t h e  d r u g .  T h e r e  i s  a  s t r o n g  
i n d i c a t i o n  t h a t  w i d e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r a t e s  o f  m e t a b o l i c  
d e a c t i v a t i o n  a n d  e x c r e t i o n  may b e  r e s p o n s i b l e  f o r  a  g e n e t i c  
d i s p o s i t i o n  t o  p e r h e x i l i n e  t o x i c i t y .
The h e p a t i c  c h a n g e s  o f  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  a n d  
h e p a t i t i s  w e r e  common o n  a  d o s e  o f  400  mg p e r h e x i l i n e  d a i l y . .  
The damage w as  d o s e  r e l a t e d  a n d  r e v e r s i b l e  ( P i l c h e r  e t  a l ,
1 9 7 3 ) .  H i s t o p a t h o l o g y  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  h e p a t o t o x i c i t y  
i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  s p h i n g o l i p i d o s i s . L a r g e r  t h a n  n o r m a l  
l y s o s o m e s  a r e  p r e s e n t  w i t h  a b n o r m a l  s t r u c t u r e  s u g g e s t i n g  
damage  t o  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  i m p a i r e d  s y n t h e s i s  o f  
l y s o s o m a l  e n zy m e s  ( B e a u g r a n d  e t  a l ,  1 9 7 7 ) .  The damage  t o  t h e  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  c a u s e s  a  l o s s  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  
an d  h e n c e  an  a c c u m u l a t i o n  o f  h e p a t o c e l l u l a r  g l y c o g e n  a n d  
h y p o g l y c a e m i a ,  o b s e r v e d  i n  p e r h e x i l i n e  t o x i c i t y .
P e r h e x i l i n e  u n d e r g o e s  N - m e t h y l a t i o n  w h i c h  may c a u s e  
i n t e r f e r e n c e  w i t h  c h o l i n e  m e t a b o l i s m  r e s u l t i n g  i n  a  d e c r e a s e  
o f  p h o s p h a t i d y l  c h o l i n e  s y n t h e s i s ,  a n d  a b n o r m a l  f u n c t i o n i n g  
o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  T h i s  m i g h t  a l s o  r e s u l t  i n  t h e  
d e g r a n u l a t i o n  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  a  p r o c e s s  known 
t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  m a l i g n a n t  c e l l  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  
c a r c i n o g e n i c i t y .
P e r h e x i l i n e  i s  a l s o  m e t a b o l i s e d  b y  h y d r o x y l a t i o n  o f  t h e  
two c y c l o h e x a n e  r i n g s  a n d  p r e s u m a b l y  g l u c u r o n i d e  c o n j u g a t i o n .  
M e t a b o l i t e s  a r e  e x c r e t e d  i n  b o t h  t h e  u r i n e  a n d  f a e c e s  
( W r i g h t  e t  a l ,  1 9 7 3 )  ( F i g u r e  1 . 8 )
P tr  h t * i1 •
oH
o h
l ± -  m o  a o  p
o h
^  I4J -— c f  1 lvj<j^o^vj p e r h € - K i l \ A € .
F i g u r e  1 . 8
M e t a b o l i c  P a t h w a y s  o f  P e r h e x i l i n e
P o p u l a t i o n  s t u d i e s  r e v e a l  a  m a r k e t  g e n e t i c  d i f f e r e n c e  
i n  t h e  d e t o x i c a t i o n  a n d  e x c r e t i o n  o f  p e r h e x i l i n e .  P l a s m a  
h a l f  l i f e  v a r i e s  f r o m  t h i r t y s i x  h o u r s  t o  m o re  t h a n  t w e n t y  
d a y s .  T h e r e  a r e  f a s t  a n d  s l o w  h y d r o x y l a t o r s  w h i c h  r e s u l t s  
i n  o v e r d o s a g e  i n  some t w e n t y  p e r c e n t  o f  p a t i e n t s .
( B o u s s e r ,  1 9 7 7 ) .  I n  o r d e r  t o  p r e v e n t  t h e  h e p a t o t o x i c i t y  
i t  i s  c l e a r  t h a t  i n d i v i d u a l  t a i l o r i n g  o f  t h e  d o s e  t o  t h e  
p a t i e n t  i s  r e q u i r e d .  S e c o n d l y  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  m u s t  b e .  
f o l l o w e d  b e f o r e  a n d  t h r o u g h o u t  t h e  c o u r s e  o f  t r e a t m e n t  i n  
o r d e r  t o  d e t e c t  e a r l y  c h a n g e s  i n  l i v e r  f u n c t i o n .
I s o n i a z i d
I n  a  s t u d y  o f  n e a r l y  two h u n d r e d  p a t i e n t s  r e c e i v i n g  
i s o n i a z i d ,  s e r u m  e n zy m e s  a n d  b i l i r u b i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  
d e t e r m i n e d  m o n t h l y .  A b o u t  t w e n t y  p e r c e n t  s h o w e d  a b n o r m a l  
v a l u e s  w h i c h  s u b s i d e d  w h i l e  t h e  p a t i e n t  c o n t i n u e d  t o  t a k e  
i s o n i a z i d  ( M i t c h e l l , J . R .  , 1 9 7 5 ) .  T h u s  i s o n i a z i d  w as  
r e p o r t e d  t o  b e  h e p a t o t o x i c  i n  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  i n d i v i d u a l s  
b u t  m o s t  a d a p t e d  t o  t h e  i n s u l t  a n d  r e c o v e r e d  r a t h e r  t h a n  
p r o g r e s s i n g  t o  s e v e r e  h e p a t i c  i n j u r y .  No c o r r e l a t i o n  o f  
t o x i c i t y  w as  f o u n d  w i t h  s l o w  a c e t y l a t i o n  o f  i s o n i a z i d , . a n d  no 
a n t i - i s o n i a z i d  a n t i b o d i e s  w e r e  f o u n d  t o  e x p l a i n  an  
i m m u n o l o g i c a l  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  d r u g .
A m a j o r  s t u d y  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  on  o v e r  t e n  t h o u s a n d  
i s o n i a z i d  p a t i e n t s  d i s c o v e r e d  t h a t  i s o n i a z i d  r e l a t e d  l i v e r  
i n j u r y  c o u l d  n o t  b e  d i s t i n g u i s h e d ,  b i o c h e m i c a l l y  o r  
m o r p h a l o g i c a l l y , f r o m  o t h e r  c a u s e s  o f  a c u t e  h e p a t o c e l l u l a r ,  
i n j u r y ,  s u c h  a s  v i r a l  h e p a t i t i s  ( B l a c k ,  1 9 7 3 ) .  T h i s  s t u d y  
a l s o  s h o w e d  no  e v i d e n c e  o f  a  h y p e r s e n s i t i v i t y  r e a c t i o n  t o  
t h e  d r u g .
A t h i r d  s t u d y  o f  i s o n i a z i d  ( R a o ,  1 9 7 0 )  d i s c o v e r e d  t h e  
f a s t  a n d . s l o w  a c e t y l a t i o n  o f  i s o n i a z i d  t o  h a v e  some 
a s s o c i a t i o n  w i t h  t o x i c i t y .  A b o u t  t h i r t y  p e r c e n t  o f  t h e  
p a t i e n t s  w i t h  h e p a t i c  r e a c t i o n s  w e r e  r e s i d e n t s  o f  H o n o l u l u  
a n d  o f  O r i e n t a l  o r i g i n .  T h i s  g r o u p  w o u l d  b e  g e n e t i c a l l y  
e x p e c t e d  t o  b e  f a s t  a c e t y l a t o r s  o f  i s o n i a z i d .
A n i m a l  s t u d i e s  on  t h e  r e l a t i v e  t o x i c i t y  o f  t h e  v a r i o u s  
m e t a b o l i t e s  ( F i g u r e  1 . 9 )  o f  i s o n i a z i d  r e v e a l e d  t h e  t o x i c i t y  
o f  a c e t y l h y d r a z i n e . The h y p o t h e s i s  t h a t  f a s t  a c e t y l a t o r s  
w o u l d  b e  m o re  s u s c e p t i b l e  t o  i s o n i a z i d  t o x i c i t y  t h a n  s l o w  
a c e t y l a t o r s  a r o s e .  The f a s t  a c e t y l a t o r s  w o u l d  p r o d u c e  m o re  
a c e t y l  h y d r a z i n e  t h a n  t h e  s l o w  a c e t y l a t o r s .  The a c e t y l  
h y d r a z i n e  w as  sh o w n  t o  p r o d u c e  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  a t  low  
d o s e s  i n  t h e  r a t  ( S n o d g r a s s ,  1 9 7 4 ) .  O t h e r  c l i n i c a l  
o b s e r v a t i o n s  do s u p p o r t  t h i s  h y p o t h e s i s .  R i f a m p i c i n ,  an  
e x c e l l e n t  i n d u c e r  o f  d r u g  m e t a b o l i s i n g  e n z y m e s  i n c r e a s e s  t h e  
i n c i d e n c e  o f .  i s o n i a z i d  t o x i c i t y .  T h i s  may b e  e x p l a i n e d  b y  
. i n c r e a s i n g  a c t i v a t i o n  o f  a c e t y l  h y d r a z i n e  t o  i t s  t o x i c  f o r m .  
P a r a - a m i n o  s a l i c y l i c  a c i d  d e c r e a s e s  t h e  i n c i d e n c e  o f  t o x i c i t y  
by  i n h i b i t i n g  a c e t y l a t i o n  o f  i s o n i a z i d  ( L e e s ,  1 9 7 1 ) . -
H e r e  a g a i n  i s  a  d r u g  t h a t  n e e d e d  c a r e f u l  m o n i t o r i n g  o f  
l i v e r  f u n c t i o n  i n  t h e  a n i m a l  s t u d i e s  a n d  t h e n  c l i n i c a l  t r i a l  
s t a g e s  o f  i t s  s a f e t y  e v a l u a t i o n .  The i n a d e q u a c y  o f  s u c h  
l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  make e v a l u a t i o n  o f  d r u g s  o f  t h i s  t y p e  
v e r y  d i f f i c u l t .
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LIVER FUNCTION TESTS REVIEWED
C l e a r a n c e  T e s t s
An e v a l u a t i o n  o f  u p t a k e ,  s t o r a g e  a n d  b i l i a r y  e x c r e t i o n  
o f  d y e s , d r u g s  a n d  e n d o g e n o u s  m e t a b o l i t e s  h a v e  b e e n  
w i d e l y  u s e d  t o  d e t e c t  s u b c l i n i c a l  l i v e r  i n j u r y .  The 
t e s t  s u b s t a n c e  t h a t  h a s  b e e n ,  m o s t  w i d e l y  u s e d  t o  a s s e s s  
l i v e r  f u n c t i o n  i n  t h e  p a s t  i s  b r o m o s u l p h a l e i n  ( B S P ) .
More  r e c e n t l y  i n d o c y a n i n e  g r e e n  h a s  b e e n  u s e d  f o r  t h i s  
p u r p o s e .  E i t h e r  may b e  u s e d  i n  a n i m a l  a n d  human s t u d i e s  
i n  a s s e s s i n g  h e p a t o x i c i t y .
The d y e s  a r e  a s s u m e d  t o  b e  t r e a t e d  i n  t h e  l i v e r  i n  t h e  
sam e  m a n n e r  a s  n a t u r a l l y  o c c u r i n g  o r g a n i c  a n i o n s .  T h i s  
i s  g e n e r a l l y  t r u e  w i t h  r e g a r d  t o  u p t a k e ,  i n t r a c e l l u l a r  
b i n d i n g  a n d  b i l i a r y  e x c r e t i o n  b u t  c e r t a i n  d i f f e r e n c e s  i n  
m e t a b o l i c  t r a n s f o r m a t i o n ,  f o r  e x a m p l e  c o n j u g a t i o n  
r e a c t i o n s ,  a r e  r e c o g n i z e d .
The m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  o f  t r a n s p o r t ,  b i n d i n g  a n d  
c o n j u g a t i o n  p r o c e s s e s  a r e  l a r g e l y  unknow n a n d  e l i m i n a t i o n  
k i n e t i c s  o f  t h e s e  d y e s  h a v e  n o t  b e e n  c o m p l e t e l y  e l u c i d a t e d  
( Q u i t t n e r ,  H . , 1 9 6 8 ) .  /
The  b r o m o s u l p h a l e i n  t e s t  w as  i n t r o d u c e d  b y  R o s e n t h a l  a n d  
W h i t e  i n  1925  ( R o s e n t h a l ,  1 9 2 5 )  T h i s  w as  f o l l o w e d  i n  1931  
by  t h e  l e s s  w i d e l y  a c c e p t e d  R o s e  B e n g a l  t e s t  ( D e l p r a t ,  
1 9 3 1 )  a n d  i n  1959 b y  t h e  u s e  o f  i n d o c y a n i n e  g r e e n  ( L e e v y ,
1 9 5 9 ) .
A n u m b e r  o f  s u b s t a n c e s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  a s  t o l e r a n c e  
t e s t s ,  among th e m  b e n z o i c  a c i d  a n d  c i n n a m i c  a c i d .  
C o n j u g a t i o n  o f  t h e  s u b s t a n c e  w as  m e a s u r e d .  O f  t h i s  g r o u p
t h e  b e n z o i c - h i p p u r i c  a c i d  t e s t  w as  m o s t  w i d e l y  u s e d .
I t s  m a j o r  d ra w  b a c k  h a s  b e e n  t h a t  i t  r e q u i r e s  a n  
a c c u r a t e l y  t i m e d  f o u r  h o u r  u r i n e  s p e c i m e n .
F l o c c u l a t i o n  T e s t s
S i n c e  1917  s i m p l e  a n d  i n e x p e n s i v e  p r o c e d u r e s  h a v e  b e e n  
p r o p o s e d  w h i c h  c o n s i s t  o f  a d d i n g  r e a g e n t s  t o  t h e  s e r u m  
i n  q u e s t i o n  w i t h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  p r e c i p i t a t e  o r  
f l o c c u l a t e  w h i c h  i s  e a s y  t o  d e t e c t  o r  m e a s u r e .  T h e s e - ; ,  
t y p e  o f  t e s t s  a r e  known a s  f l o c c u l a t i o n  t e s t s .
The t e s t s  a r e  b a s e d  on  a  c o n c u r r e n c e  o f  c o n d i t i o n s  t h a t  
a r e  u s u a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  s e r u m  o f  p a t i e n t s  w i t h  l i v e r  
d i s o r d e r s .  The p r e c i p i t a t e  o b t a i n e d  i s  made u p  o f  
g a m m a g l o b u l i n  a n d  t h e  r e a g e n t  u s e d  f o r  f l o c c u l a t i o n .
The p r e s e n c e  o f  g a m m a g l o b u l i n  i n  o t h e r  p a t h o l o g i c a l  
c o n d i t i o n s  g i v e s  r i s e  t o  s p u r i o u s  p o s i t i v e  r e s u l t s  
w h i l s t  t h e  g l o b u l i n  may n o t  b e  p r e s e n t  i n  some l i v e r  
d i s e a s e s  g i v i n g  r i s e  t o  f a l s e  n e g a t i v e  r e s u l t s  ( R e i n h o l d
1 9 6 0 ) .
The c e p h a l i n  f l o c c u l a t i o n  a n d  t h y m o l  t u r b i d i t y  t e s t s  
a r e  commonly a n d  u n i v e r s a l l y  u s e d .  The c e p h a l i n -  
c h o l e s t e r o l  t e s t  h a s  many d i f f i c u l t i e s  w i t h  t h e  m e t h o d  
s i n c e  t h e  w o r k i n g  r e a g e n t  i s  e a s i l y  p r e p a r e d  i m p r o p e r l y . 
The c e p h a l i n - c h o l e s t e r o l  e m u l s i o n  a c t s  a s  a n  ' a n t i g e n '  
t o  w h i c h  t h e  g a m m a g l o b u l i n  b i n d s  c a u s i n g  f l o c c u l a t i o n .
The t h y m o l  t u r b i d i t y  t e s t  (Mac L a g a n ,  1 9 4 4 )  w as  
d e v e l o p e d  a s  a  r e s u l t  o f  a n  o b s e r v a t i o n  t h a t  b a r b i t a l  
s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  p h e n o l s  c a u s e d  t u r b i t y  w hen  a d d e d  
t o  t h e  s e r u m  o f  p a t i e n t s  w i t h  h e p a t i t i s  b u t  n o t  w i t h  t h e  
s e r u m  o f  h e a l t h y  p e r s o n s . H e r e  a g a i n  t h e  g a m m a g l o b u l i n s  
p r o d u c e d  i n  l i v e r  d i s e a s e  b i n d  t o  t h e  t h y m o l  c a u s i n g
t u r b i d i t y .
A l t h o u g h  i n  l i v e r  d i s e a s e  e l e v a t i o n  o f  s e r u m  
g a m m a g l o b u l i n s ,  a n d  d e c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a l b u m i n ,  a l p h a ^ - g l o b u l i n s  a n d  m u c o p r o t e i n s  o c c u r ,  
t h i s  a l s o  h a p p e n s  i n  t u b e r c u l o s i s ,  m ye lom a  a n d  
m a c r o g l o b i n a e m i a .  T h u s  f a l s e  p o s i t i v e s  a r e  a n  
i m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n  i n  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  
t h e  f l o c c u l a t i o n  t e s t s .
P l a s m a  a n d  S e ru m  Enzyme A c t i v i t y  C h a n g e s
The i d e a  o f  t h e  l i v e r . a s  a  ' b a g  o f  e n z y m e s ’ l e a d  t o  
t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e l e a s e  o f  e n zy m e s  f r o m  t h e  
b a g  when t h e  l i v e r  w as  d a m a g e d .
Many f a c t o r s  g o v e r n i n g  t h e  r e l e a s e  o f  e n z y m e s  f r o m  t h e  
l i v e r  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d .  I n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n ,  
s t a b i l i t y ,  c h a n g e s  i n  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  c e l l  
m em brane  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  c o e n z y m e s ,  a c t i v a t o r s  a n d  
i n h i b i t o r s  a r e  a l l  f a c t o r s  w h i c h  a f f e c t  t h e  r e l e a s e  o f  
e n z y m e s .
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  s t r e s s ,  f r o m  t h e  b e g i n n i n g ,  t h a t  
e n zy m e s  a r e  n o t  t e s t s  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  The  dy e  
c l e a r a n c e  t e s t s  r e l y  o n  a  f u n c t i o n  o f  t h e  l i v e r  w h e r e a s  
e n zy m e s  a r e  o n l y  i n d i c a t o r s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e .
Enzyme s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  h a v e  b e e n  i n v a l u a b l e  i n  a i d i n g  
t h e  d i a g n o s i s  o f  l i v e r  d i s e a s e .  C u r r e n t  m e t h o d o l o g y  
h a s  a l l o w e d  s c r e e n i n g  o f  s e r u m  e n z y m e s  i n  h o s p i t a l s  t o  b e  . 
r o u t i n e .  Enzym es  t h a t  a r e  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  i n v e s t i g a t i o n ,  
o f  l i v e r  f u n c t i o n  h a v e  b e e n  c h o s e n  f o r  a  n u m b e r  o f  
r e a s o n s  ( B u r k e ,  1 9 7 8 ) .
a )  T hey  a r e  e a s i l y  d e t e r m i n e d  b y  a u t o m a t i o n .
b )  T hey  h a v e  a c t i v i t i e s  i n  s e r u m  t h a t  a r e  e a s i l y  
m e a s u r e d .
c )  They  show s e n s i t i v e  c h a n g e s  t o  d i s e a s e  c o n d i t i o n s ,  
n o t  n e c e s s a r i l y  l i v e r  d i s e a s e s .
d )  T hey  h a v e  r e l i a b l e  a n d  c o n s i s t e n t  l e v e l s  i n  norm a l-  
s e r u m .
e )  They  a r e  s t a b l e  i n  b l o o d  a n d  n o t  a f f e c t e d  b y  
h a e m o l y s i s ,  h i g h  b i l i r u b i n  c o n c e n t r a t i o n s , e t c .  'v •
f )  The m e t h o d  o f  d e t e r m i n a t i o n  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  a n d  
r e p r o d u c i b l e .
To r e v i e w  e v e r y  enzym e  t h a t  h a s  b e e n  u s e d  t o  s t u d y  l i v e r  
damage  i n  t h e  p a s t  w o u l d  b e  i m p r a c t i c a l .  The m o s t  
commonly u s e d  a n d  p r o b a b l y  t h e  b e s t  e n zy m e s  f o r  t h i s  
p u r p o s e  w i l l  b e  r e v i e w e d  h e r e .
The h e p a t o t o x i c i t y  o f  d r u g s  a n d  l i v e r  d i s e a s e  h a v e  i n  
common an  i m p o r t a n t  p a r a m e t e r .  B o t h  r e q u i r e  e a r l y  
d i a g n o s i s  a n d  t h e n  a d e q u a t e  m o n i t o r i n g .  E nzym es  h a v e  
b e e n  u s e d  t o  do t h i s  b u t  a l l  h a v e  t h e i r  d i s a d v a n t a g e s  
a s  w e l l  a s  a d v a n t a g e s .  No enzym e  h a s  b e e n  f o u n d  t o  
s p e c i f i c a l l y  d e t e c t  a n d  m o n i t o r  l i v e r  damage  o r  
h e p a t o t o x i c i t y  ( W i l k i n s o n ,  1 9 7 0 ) .
Se rum  A m i n o t r a n s f e r a s e s
A m i n o t r a n s f e r a s e s ,  o r  t r a n s a m i n a s e s  a s  t h e y  h a v e  b e e n  
known u n t i l  r e c e n t l y ,  a r e  i n t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  f o u n d  i n  
n e a r l y  a l l  t i s s u e s .  They a r e  m o s t  a c t i v e  w i t h i n  t h e . c e l l s  
o f  t h e  l i v e r ,  h e a r t  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e ,  a d i p o s e  t i s s u e ,  
b r a i n  a n d  k i d n e y  w h e r e  t h e y  c a t a l y s e  a  w i d e  v a r i e t y  o f  
k e y  m e t a b o l i c  r e a c t i o n s .
m ia s m a  a c t i v n y  i s  D e n e v e a  t o  oe  a u e  t o  t h e  r e l e a s e  
o f  enzym e  f r o m  t i s s u e  c e l l s  a s  a  r e s u l t  o f  c e l l  
t u r n o v e r  o r  i n j u r y .  A m i n o t r a n s f e r a s e s  a r e  c o n s t a n t l y  
b e i n g  r e m o v e d  f r o m  p l a s m a  a n d  t h e i r  h a l f . l i v e s  d e p e n d  
o n  t h e i r  p a r t i c u l a r  s t r u c t u r e .
The  a m i n o t r a n s f e r a s e s  a l m o s t  u n i v e r s a l l y  u s e d  f o r  t h e  
s t u d y  o f  l i v e r  damage  a r e  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
( A S T . ' E C - 2 . ' 6 . 1 . 1 .  f o r m a l l y  g l u t a m a t e - o x a l o a c e t a t e  
t r a n s a m i n a s e )  a n d  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (ALT EC 
2 . 6 . I . 2 . ,  f o r m a l l y  g l u t a m a t e - p y r u v a t e  t r a n s a m i n a s e ) .
T h e s e  e n z y m e s  c a t a l y s e  t h e  t r a n s f e r  o f  an  a m in o  g r o u p  
f r o m  t h e  d o n o r  a m in o  a c i d ,  e i t h e r  a s p a r t a t e  o r  a l a n i n e  
r e s p e c t i v e l y ,  t o  a  r e c e p t o r  k e t o - a c i d ,  i n  t h i s  c a s e  
o x a l o a c e t a t e . ( F i g u r e s  1 . 1 0  a n d  1 . 1 1 )
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  i s  f o u n d  i n  s u b s t a n t i a l  
q u a n t i t i e s  i n  h e a r t  m u s c l e ,  k i d n e y  an d  s k e l e t a l  m u s c l e  
a s  w e l l  a s  t h e  l i v e r .  A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  h o w e v e r  
i s  l o c a t e d  l a r g e l y  i n  t h e  l i v e r  a l t h o u g h  a  s m a l l  
q u a n t i t y  i s  f o u n d  i n  h e a r t  m u s c l e  ( W r o b l e w s k i , 1 9 5 6 ) .  
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  o c c u r s  i n  t h e  s o l u b l e  
f r a c t i o n  a n d  t h e  m i t o c h o n d r i a  ( E i c h e l :, 1 9 6 1 )  b u t  t h e  
two f o r m s  d i f f e r  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y ,  pH o p t i m a  
a n d  s u b s t r a t e  a f f i n i t y .  A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  o c c u r s  
s o l e l y  i n  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  ( B o y d ,  1 9 6 1 ;  F l e i s h e r ,  1 9 6 0 )
A v a r i e t y  o f  a c c e p t a b l e  m e t h o d s  o f  e l i m i n a t i n g  
a m i n o t r a n s f e r a s e s  h a v e  b e e n  w o r k e d  o u t  d e p e n d i n g  on  
c o l o r i m e t r i c  o r  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d s . The  c h a n g e s  
u n d e r g o n e  b y  t h e s e  two e n z y m e s  i n  l i v e r  d i s e a s e  h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  i n v e s t i g a t e d  ( W r o b l e w s k i ,  1 9 5 8 ;  W i l k i n s o n ,
1 9 6 1 ) .
F i g u r e  1 .1 0
R e a c t i o n s  C a t a l y s e d  b y  A s p a r t a t e  A m i n o t r a n s f e r a s e
CH_. CH_. COOH
CO.COOH ^ - k e t o g l u t a r a t e
A s p a r t a t e
A s p a r t a t e  A m i n o t r a n s f e r a s e
CH0 . CH0 . COOH
CO. COOH CH.(NH0 ) . COOH
o x a l o a c e t a t e G l u t a m i c  A c i d
F i g u r e  1>-11-
Re a c t i o n  C a t a l y s e d  b y  A l a n i n e  Ami n o t r a n s  f  e r  a s e
CH0 . CH0 . COOH
CHq .CH(NH_)COOH CO.COOH o (. -  k e t o g l u t a r a t e
A l a n i n e
A l a n i n e  A m i n o t r a n s f e r a s e
CH0 .CO.COOH CH0 . CH^.COOH
P y r u v a t e CH.(NH0 ).COOH
G l u t a m i c  A c i d
The c o u p l e d  r e a c t i o n  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d  o f  
d e t e r m i n i n g  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s  i s  u s e d  a s  a n  
a u t o m a t e d  r o u t i n e  l a b o r a t o r y  p r o c e d u r e .  A s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  c a t a l y s e s  t h e  r e a c t i o n  sh o w n  i n  
F i g u r e  1 . 1 0 .  The o x a l o a c e t a t e  f o r m e d  i s  d e t e c t e d  b y  
a  s e c o n d  c o u p l e d  r e a c t i o n  u s i n g  a d d e d  m a l a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a n d  NADH, r e a d i n g  t h e  d e c r e a s e  i n  o p t i c a l  
d e n s i t y  a t  340 nm. a s  t h e  NADH i s  o x i d i s e d .  A l a n i n e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  i s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a m o u n t  
o f  p y r u v a t e  f o r m e d  i n  t h e  r e a c t i o n  ( F i g u r e  1 . 1 1 ) .
T h i s  i s  a l s o  d o n e  b y  u s i n g  a  s e c o n d  c o u p l e d  r e a c t i o n .  
P y r u v a t e  i s  r e d u c e d  b y  NADH a n d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  
t h e  d e c r e a s e  i n  o p t i c a l  d e n s i t y  i s  r e a d  o n c e  a g a i n  a s  
t h e  NADH i s  o x i d i s e d .
A u t o m a t i o n  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a s s a y s  h a s  i n t r o d u c e d  
m e t h o d o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  a n d  i n t e r p r e t i v e  d i f f i c u l t i e s .  
The T e c h n i c o n  t e c h n i q u e  f o r  e x a m p l e  u s e s  a n  i n c u b a t i o n  
a t  3 7 . 5 ° G  f o r  6 . 1  m i n u t e s  f o r  t h e  AST r e a c t i o n  b e f o r e  
i n i t i a t i n g  t h e  s e c o n d  r e a c t i o n  by  d i a l y z i n g  t h e  
o x a l o a c e t a t e  f o r m e d  i n t o  a  s e c o n d  s t r e a m  c o n t a i n i n g  NADH 
a n d  m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e .
The r e s u l t i n g  u n i t s  o f  a c t i v i t y  c a n n o t  b e  c a l l e d  e i t h e r  
I n t e r n a t i o n a l  o r  Karmen  U n i t s ,  b u t  m a c h i n e  d e r i v e d  v a l u e s  
do h a v e  a . r o u g h  c o r r e s p o n d e n c e  t h a t  c l i n i c i a n s  s h o u l d  
i n t e r p r e t  w i t h  c a u t i o n .  ( G u i d e l i n e s  by  F . D . A .  a f t e r  
F o g a r t y  I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e ,  N o v e m b er ,  1 9 7 7 . )
More  S p e c i f i c  L i v e r  Enzym es
A n u m b e r  o f  e n zy m e s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  a n d  
r e p o r t e d  a s  b e i n g  m o re  s p e c i f i c  t o  t h e  l i v e r  t h a n  
a m i n o t r a n s f e r a s e s .  Some o f  t h e s e  e n zy m e s  w i l l  b e  
o u t l i n e s  b e l o w .
a )  A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e  ( E . C .  3 . 1 . 3 . 1 )
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  
v a r i o u s  o r g a n s  o f  t h e  b o d y ,  i n c l u d i n g  l i v e r .  
I s o e n z y m e s  may b e  l o c a t e d  h i s t o c h e m i c a l l y  i n  
t h e  s i n u s o i d a l  a n d  c a n a l i c u l a r  b o r d e r s  o f  t h e  
h e p a t o c y t e .  The f u n c t i o n  o f  t h e  e n z y m e s  i s  
t h o u g h t  t o  b e  o n e  o f  m em brane  m e d i a t e d  t r a n s p o r t .  
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  e x c r e t e d  i n  t h e  b i l e ,  
h e n c e  d i s t u r b a n c e  o f  t h e  e x c r e t i o n  o f  c o n j u g a t e d  
b i l e  a c i d s  o r  m e c h a n i c a l  o b s t r u c t i o n  o f  t h e  • _
b i l i a r y  t r e e ,  c a u s e s  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  h e p a t i c  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t o  e n t e r  p l a s m a ,  r e s u l t i n g  i n  
e l e v a t e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .
The p l a c e n t a ,  b o n e  a n d  i n t e s t i n e  a l s o  c o n t r i b u t e  
t o  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  p l a s m a  b u t  i t  
i s  p o s s i b l e  t o  i d e n t i f y  t h e  t i s s u e  o f  o r i g i n  o f  t h e  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  a  s e r u m  s a m p l e .  T h i s  i s  d o n e  
b y  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n a t i o n .  P a p e r ,  s t a r c h  
b l o c k s ,  c e l l u l o s e  a c e t a t e  a n d  a g a r  g e l s  h a v e - b e e n  
u s e d  t o  do t h i s  i n  t h e  p a s t .  (G u tm a n ,  1 9 5 9 ;
S t a n t o n ,  1 9 6 2 ;  K e i d i n g ,  1 9 5 9 ;  K o r n e r ,  1 9 6 2 :
W a r n o c k ,  1 9 6 6 ;  G u i l l e u x ,  1 9 7 9 ;  S a k i y a m a ,  1 9 7 9 )
I n  h e a l t h y  i n d i v i d u a l s  s e r u m  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
i s  a  c o m p o s i t e  d e r i v e d  f r o m  l i v e r ,  b o n e  a n d  i n  some 
i n d i v i d u a l s  i n t e s t i n e .  I n  t h e  n o n - j a u n d i c e d  
p a t i e n t ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  s e r u m  i s  
a  u s e f u l  d e t e c t i o n  a n d  m o n i t o r i n g  t o o l  i n  d r u g -  
i n d u c e d  c h o l e s t a s i s ,  s u s p e c t e d  o b s t r u c t i o n  o f  t h e  ' 
common b i l e  a n d  h e p a t i c  d u c t s ,  s u s p e c t e d  t u m o u r s ,  
p r i m a r y  b i l i a r y  c i r r h o s i s  a n d  l i v e r  a b s c e s s  a n d  - 
i n f e c t i o n s .  An i n c r e a s e  i n  t h e  l i v e r  i s o e n z y m e  o f  •; 
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  i n d i c a t i v e  o f  a  h e p a t i c  
l e s i o n ,  u s u a l l y  o n e  t h a t  g i v e s  r i s e  t o  c h o l e s t a s i s .
H ig h  a c t i v i t y  o f  t h e  l i v e r  i s o e n z y m e  i s  o b s e r v e d  i n  
t h e  s e r u m  o f  p a t i e n t s  j a u n d i c e d  due  t o  d r u g  t o x i c i t y  
f o r  e x a m p l e ,  c h l o r p r o m a z i n e  ( N 0 r r e d a m ,  1 9 6 3 ;
1 9 5 7 ;  R u s s e l l ,  19 7 3 ;  Zimmerman, 1 9 7 8 . )  i n  w h i c h  
t h e r e  i s  m i n i m a l  h e p a t o c e l l u l a r  damage  b u t  e x t e n s i v e  
i n t r a c a n a l i c u l a r  o b s t r u c t i o n .
B e c a u s e  o f  t h e  s p e c i f i c i t y  i n  t h e  c h a r a c t e r  o f  t h e  
l i v e r  t y p e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t h e  enzym e  i s  
v a l u a b l e  i n  t h e  m o n i t o r i n g  o f  p a t i e n t s  w i t h  
c h o l e s t a s i s .
5 '  N u c l e o t i d a s e  ( E . C .  3 . 1 . 3 . 5 . )
T h i s  enzyme i s  f o u n d  i n  t h e  h e p a t o c y t e  i n  a  
d i s t r i b u t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a n d  i t s  r o l e  i s  a l s o  b e l i e v e d  t o  b e  o n e  o f  m e m b ra n e  
m e d i a t e d  t r a n s p o r t .  A l t h o u g h  t h e  e n zy m e  i s  f o u n d  
i n  o r g a n s  o t h e r  t h a n  t h e  l i v e r ,  s u c h  a s  p l a c e n t a ,  
b o n e  a n d  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d ,  no  s e r u m  e l e v a t i o n  i s  
s e e n  i n  d i s e a s e s  o f  t h e s e  o r g a n s .
F o r  t h i s  r e a s o n ,  s e r u m  5 1- n u c l e o t i d a s e  h a s  b e e n  
u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  
d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  h e p a t i c  a n d  n o n  h e p a t i c  
c a u s e s  of.  i n c r e a s e d  s e r u m  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a c t i v i t y .
D i f f i c u l t i e s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  
a c t i v i t y  o c c u r s  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  w h i c h  h y d r o l y z e s  t h e  s u b s t r a t e s  u s e d  i n  
t h e  d e t e r m i n a t i o n .  A c o m p l e x  r e a c t i o n  p r o c e d u r e  
i n v o l v i n g  i n h i b i t i o n  o f  5 ’- n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  w i t h  
t h e  N i c k e l  i o n  h a s  m e a n t  t h a t  a u t o m a t i o n  o f  t h e  5 ' -  
n u c l e o t i d a s e  a s s a y  i s  d i f f i c u l t .  M a n u a l  e s t i m a t i o n  
o f  t h e  enzym e i s  t e d i o u s  a n d  t i m e  c o n s u m i n g .
I n  known h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e ,  e l e v a t i o n s  i n  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  t e n d  
t o  p a r a l l e l  e a c h  o t h e r .  5 ' - n u c l e o t i d a s e  h a s  no 
a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  l i v e r  s p e c i f i c  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s o e n z y m e  a n d  i t s  u s e  i n  t h e  
c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  i s  l i m i t e d .  ( D i x o n ,  1 9 5 4 )
G am m a-G lu tam y l  T r a n s f e r a s e  ( E . C . 2 . 3 . 2 . 2 . )
The enzyme g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  (GGT) i s  now 
w i d e l y  a c c e p t e d  a s  an  enzym e  o f  i m p o r t a n c e  i n  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  o f  l i v e r  d i s e a s e .
The enzym e  c a t a l y z e s  t h e  t r a n s f e r  o f  gamma g l u t a m y l  
g r o u p s  f r o m  g a m m a - g l u t a m y l  p e p t i d e s  t o  o t h e r  p e p t i d e s ,  
L - a m i n o  a c i d s  a n d  w a t e r .  I t  p a r t i c i p a t e s  i n  p e p t i d e  
n i t r o g e n  s t o r a g e ,  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  i n  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  t i s s u e  g l u t a t h i o n e  l e v e l s .  ( R o s a l k i ,
1 9 7 5 ) .
I n  human t i s s u e s  GGT a c t i v i t y  i s  p r o m i n e n t  i n  
k i d n e y ,  p a n c r e a s ,  l i v e r  a n d  p r o s t a t e  ( R o s a l k i ,
1 9 7 4 ) ;  t h e  k i d n e y  sh o w s  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y .
E l e v a t e d  a c t i v i t i e s  o f  t h i s  enzym e h a v e  b e e n  
shown t o  o c c u r  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e s  
e s p e c i a l l y  i n  b i l i a r y  o b s t r u c t i o n  a n d  m a l i g n a n c y  
w i t h  h e p a t i c  i n v o l v e m e n t .  I n  o b s t r u c t i o n  t h e  
i n c i d e n c e  s u r p a s s e s  t h a t  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ; , ,  
l e u c i n e  a m i n o p e p t i d a s e  a n d  5 ' - n u c l e o t i d a s e .
A l t h o u g h  o f  l i t t l e  u s e  i n  a c u t e  h e p a t o c e l l u l a r  
d i s e a s e ,  GGT a c t i v i t y  i n  c h r o n i c  h e p a t o c e l l u l a r  
d i s e a s e  e x c e e d s  t h a t  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s .
The s p e c i f i c i t y  o f  GGT t o  l i v e r  d i s e a s e  i s  n o t  
a b s o l u t e  b u t  t h e  enzyme sh o w s  no  e l e v a t i o n  i n  b o n e  
d i s e a s e  ( u n l i k e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e )  a n d  m u s c l e  
d i s e a s e  ( u n l i k e  a m i n o t r a n s f e r a s e s )  ( R o s a l k i ,  1 9 7 5 ) .
A c t i v i t i e s  g r e a t e r  t h a n  n o r m a l  a r e  f o u n d  i n  m y o c a r d i a l  
d i s e a s e  a n d  i n  d i a b e t e s  ( G o l d b a r g ,  1 9 6 3 ) .  The  enzym e  
h a s  a l s o  b e e n  shown t o  b e  s e n s i t i v e  t o  i n d u c t i o n  b y  
d r u g s ,  i n c l u d i n g  a l c o h o l .  The  f a c t  t h a t  GGT i s  
e l e v a t e d  e i t h e r  due  t o  i n d u c t i o n  o r  du e  t o  h e p a t o ­
c e l l u l a r  damage  h a s  g i v e n  r i s e  t o  i t s  u s e  a s  a n .  
enzym e o f  s p e c i a l  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  
a l c o h o l i s m  (H a m ly n ,  1 9 7 9 ) .
A r e c e n t  s t u d y  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  GGT w as  m o re  
s u s c e p t i b l e  t o  s p u r i o u s  e l e v a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  t h a n  o t h e r  t e s t s .  The s am e  
g r o u p  s u g g e s t e d  t h a t  GGT h a d  l i t t l e  v a l u e  o t h e r  t h a n  
f o r  m o n i t o r i n g  a l c o h o l  a b u s e  a n d  enzym e  i n d u c t i o n  
( E l l i s ,  e t  a l ,  1 9 7 9 ) .
O t h e r  en zy m es  i n d i c a t i n g  h e p a t o c e l l u l a r  dam age
O t h e r  s e r u m  e n z y m e s  w i t h  a  h i g h  s p e c i f i c i t y ,  f o r  
l i v e r  d i s e a s e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .
O r n i t h i n e  C a r b a m y l  T r a n s f e r a s e  ( E . C . 2 . I . 3 . 3 . ) ,  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( E . G . 1 . 1 . 1 . 4 2 )  a n d  
g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( E . C . 1 . 4 . 1 . 2 . )  a n d  s o r b i t o l  
d e h y d r o g e n a s e  ( E . C . 1 . 1 . 1 . 1 4 )  h a v e  a l l  b e e n  s t u d i e d  
t o  v a r y i n g  d e g r e e s  b u t  m o s t  r e p o r t s  c l a i m  t h a t  t h e y  
a r e  l e s s  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r s  t h a n  t h e  a m i n o ­
t r a n s f e r a s e s  ( W i l k i n s o n ,  1968) . .
G l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  an  NAD ( o r  NADP) 
d e p e n d e n t  enzym e  w h i c h  c a t a l y z e s  t h e  o x i d a t i v e  
d e a m i n a t i o n  o f  g l u t a m a t e .  N o r m a l l y #o n l y  t r a c e s  o f  
t h i s  enzym e c a n  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  s e r u m  b u t  
s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  o c c u r s  i n  s e v e r e  h e p a t o c e l l u l a r  
damage  e s p e c i a l l y  due  t o  d r u g s  i n  o b s t r u c t i v e  j a u n d i c e  
a l c o h o l i c  h e p a t i t i s  a n d  l i v e r  m e t a s t a s e s  ( C e r d a n ,  1978  
L e i b e r , 1 9 7 8 )
The e n zy m e s  o f  t h e  u r e a  c y c l e  a r e  u s u a l l y  s p e c i f i c  
t o  t h e  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  a n d  h a v e  s u b s e q u e n t l y  b e e n  
i n v e s t i g a t e d  f o r  u s e  a s  p o t e n t i a l  m a r k e r s  o f  
h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  ( M a i e r ,  1 9 7 9 ) .
O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  (OCT) i s  o n e  s u c h  
e n z y m e .  The a m o u n t  o f  t h i s  enzyme i n  t h e  s e r u m  o f  a  
h e a l t h y  i n d i v i d u a l  i s  a l m o s t  i n d e t e c t a b l e  b u t  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  a r e  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  
h e p a t o c e l l u l a r  i n j u r y .  A l t h o u g h  t h e  m e t h o d  o f  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  enzym e  i s  t e d i o u s  ( V a s s e f ,  1 9 7 8 )  
an d  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  s e r u m  s a m p l e  a r e  u s e d ,  OCT
s t i l l  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  l i v e r  s p e c i f i c  
a n d  a  h i g h  s e r u m  l e v e l  m u s t  b e  i n d i c a t i v e  o f  
h e p a t o c e l l u l a r  damage (B ro w n ,  1 9 5 9 ;  R e i c h a r d ,
1 9 6 1 ) .
O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  o c c u r s  i n  b i l e  a n d  . 
c o u l d  b e  e l i m i n a t e d  b y  t h i s  r o u t e  ( R e i c h a r d ,  1 9 6 0 )  . . 
R e i c h a r d  s h o w e d  t h a t  s e n s i t i v e  e l e v a t i o n  o f  
a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme o c c u r e d  i n  t h e  s e r u m  o f  V . .
p a t i e n t s  w i t h  v i r a l  h e p a t i t i s ,  o b s t r u c t i v e  j a u n d i c e ,  
b i l i a r y  c o l i c ,  a c u t e  c h o l e c y s t i t i s  a n d  m e t a s t a t i c  
c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r .
OCT h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  a  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  
o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage f o l l o w i n g  c h e m i c a l  p o i s o n i n g  
i n  t h e  l a b o r a t o r y  a n i m a l  ( D r o t m a n ,  1 9 7 8 )
N A D P -d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  a n  e n zy m e  o f  
t h e  t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e ,  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  
n u m e r o u s  d i s e a s e s  o f  t h e  l i v e r .  A l l  d i s e a s e s  w h e r e  
t h e r e  h a s  b e e n  an  a c t i v e  p r o c e s s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  
damage  h a s  g i v e n  r i s e  t o  h i g h  a c t i v i t i e s  o f  s e r u m  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  No e l e v a t e d  a c t i v i t y  o f  t h e  
enzym e  was  r e c o r d e d  w hen  h e p a t o c e l l u l a r  dam age  w as  
a b s e n t .  ( C o h en ,  1 9 6 1 ) .
I n c r e a s e d  a c t i v i t y  Of t h e  enzym e  h a s  o n l y  b e e n  r e p o r t e d  
i n  l i v e r  d i s e a s e  a n d  a l s o  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
h a e m o l y s i s  (B o w e rs  1 9 5 9 ;  S t e r k e l ,  1 9 5 8 ;  O kum ura  1 9 6 0 ) .  
The a m i n o t r a n s f e r a s e s  h a v e  t h e  d i s a d v a n t a g e  o f  i n c r e a s e d  
a c t i v i t y  d u r i n g  b o t h  m y o c a r d i a l  a n d  h e p a t i c  d a m a g e .  
C o m p a r i s o n s  w e r e  made b y  C ohen  ( 1 9 6 1 )  a n d  B o d a n s k y  
( 1 9 6 0 )  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e
a n d  a m i n o t r a n s f e r a s e s  i n  d e t e c t i n g  l i v e r  d a m ag e .
B o t h  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  
i s  a  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  i n d i c a t o r  o f  
h e p a t o c e l l u l a r  damage b u t  s l i g h t l y  l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  
a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e .  The e l e v a t e d  a c t i v i t y ,  due  
t o  a n  o u t f l o w  o f  enzym e f r o m  l i v e r  c e l l s ,  w as  f o u n d  t o  
b e  a t  a  maximum i n  p a t i e n t s  w i t h  m e t a s t a t i c  c a r c i n o m a  
o f  t h e  l i v e r .
W a t t s  ( 1 9 6 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  may b e  a n  
e x t r a h e p a t o c e l l u l a r  s o u r c e  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  
i n  o r d e r  t o  e x p l a i n  h i g h  s e r u m  a c t i v i t i e s  i n  a c u t e  
i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  b i l i a r y  t r a c t .  E a r l i e r  B a r o n  ( 1 9 6 3 )  
h a d  s t a t e d  t h a t  t h e  enzym e w as  n o r m a l  i n  o b s t r u c t i v e  
j a u n d i c e .  V a r i a b l y  r a i s e d  v a l u e s  o f  s e r u m  enzym e  
a c t i v i t y  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  i n  
o b s t r u c t i v e  j a u n d i c e  t h u s  c o m p l i c a t i n g  s u g g e s t i o n s  
t h a t  s e r u m  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  c o u l d  b e  u s e d  t o  
d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  i n t r a -  a n d  e x t r a h e p a t i c  j a u n d i c e  
( S t e r k e l ,  1 9 5 8 ) .
S e ru m  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a p p e a r s  t o  b e  a  g o o d ,  
s e n s i t i v e  i n d e x  o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e .  A l t h o u g h  
no  m o re  s e n s i t i v e  t h a n  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s  i n  
d e t e c t i n g  l i v e r  d a m ag e ,  i t s  a d v a n t a g e s  i n  m e t h o d o l o g y  
o f  d e t e r m i n a t i o n  a n d  b e t t e r  s p e c i f i c i t y  make t h e  
enzym e w o r t h y  o f  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i n  t h e  r e a l m  o f  
m o n i t o r i n g  f o r  h e p a t o t o x i c i t y .  F u r t h e r m o r e  u n l i k e  many 
o t h e r  e n zy m e s  t h e r e  i s  no e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  
i s o c i t r a t e  d i e h y d r o g e n a s e  i s  i n d u c e d  b y  d r u g s  o r  
c h e m i c a l s .
A s a d a  ( 1 9 6 3 )  s u g g e s t e d  t h a t  s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  
a c t i v i t y  i s  e l e v a t e d  i n  s e r u m  i n  l i v e r  d i s e a s e  b u t  
i s  a  l e s s  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  h e p a t o c e l l u l a r  
i n j u r y  t h a n  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s .
S o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  enzym e i s , h o w e v e r ,  m ore  
s p e c i f i c  f o r  p a r e n c h y m a l  i n j u r y  t h a n  t h e  o t h e r  e n z y m e s  
s t u d i e d .  I n  n o r m a l  s e r u m  t h e r e  i s  no  d e t e c t a b l e  l e v e l ,  
o f  s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  t h e r e f o r e  an y  s i g n i f i c a n t  
i n c r e a s e  i s  a  p a t h o l o g i c a l  s i g n .  The d e t e r m i n a t i o n  .. 
o f  t h e  enzyme i s  s i m p l e  b u t  e m p l o y s  t h e  u s e  o f  
f r u c t o s e  a s  a  v i s c o u s  s o l u t i o n  c a u s i n g  p r a c t i c a l  
d i f f i c u l t i e s  w i t h  s p e c t o p h o t o m e t r y .
A n o t h e r  enzym e  t h a t  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  m e a s u r e d  a s  
an  i n d i c a t o r  o f  h e p a t i c  dam age  i s  l a t a t e  d e h y d r o g e n a s e .  
I s o e n z y m e  s t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  f i f t h  i s o e n z y m e  o f  
l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  on  e l e c t r o p h o r e s i s ,  w a s  l i v e r  
s p e c i f i c .  An i n c r e a s e  i n  t h e  LDH^ i s o e n z y m e  h a s  b e e n  
show n  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  h e p a t o c e l l u l a r  damage  i n  
d i s e a s e  a n d  c h e m i c a l  t o x i c i t y  ( C o h e n ,  1 9 6 6 ) .
A s t u d y  o f  t h e  h e p a t o t o x i c i t y  o f  b e r y l l i u m  b y  C l a i y  
a n d  G r o th  ( 1 9 7 3 )  s h o w e d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  t o  b e  
a  p o o r  d e t e c t o r  o f  e a r l y  c h a n g e s  o f  e a r l y  h e p a t i c  
s u b c e l l u l a r  c h a n g e s .  On t h e  o t h e r  h a n d  t h e  
a m i n o t r a n s f e r a s e s  a n d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  
shown t o  b e  e x c e l l e n t  s e r u m  i n d i c a t o r s  o f  e a r l y  
s u b c e l l u l a r  c h a n g e s  s u c h  a s  v a c u o l i z a t i o n  b u t  t h e s e  
en zy m e s  a r e  p o o r l y  c o r r e l a t e d  i n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  
n e c r o s i s .
I t  m u s t  b e  s t r e s s e d  a g a i n  t h a t  e n zy m e s  a r e  n o t  t e s t s  
o f  l i v e r  f u n c t i o n  a n d  many l i b e r t i e s  h a v e  b e e n  t a k e n  
when enzym e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  t e r m e d  l i v e r  f u n c t i o n  
t e s t s .  Some, h o w e v e r ,  a r e  s e n s i t i v e  a n d  r e l i a b l e  
i n d i c a t o r s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage  ( B u r k e ,  1 9 7 8 ) .
P l a s m a  P r o t e i n s  a s  I n d e x e s  o f  L i v e r  F u n c t i o n
P r o t e i n s  t h a t  a r e  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  l i v e r  a n d  1 s e c r e t e d ’ 
i n t o  t h e  p l a s m a  h a v e  l o n g  b e e n  c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  a c t u a l  .. 
i n d e x  o f  l i v e r  s y n t h e t i c  f u n c t i o n .  The a d v a n t a g e  o v e r  
enzym e  d e t e r m i n a t i o n  i s  c l e a r .  A r e a l  f u n c t i o n  o f  t h e  
l i v e r  i s  m o n i t o r e d .
A dam aged  l i v e r  s h o u l d  s y n t h e s i s e  l e s s  p r o t e i n ,  h e n c e  a  
r e d u c t i o n  i n  t h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  i s  
o b s e r v e d .  T h i s  g i v e s  r i s e  t o  many o f  t h e  c l i n i c a l  s i g n s  
o f  c h r o n i c  l i v e r  d i s e a s e .  B l o o d  c l o t t i n g  f a c t o r s  b e co m e  
i n  s h o r t  s u p p l y  l e a d i n g  t o  i n c r e a s e d  c l o t t i n g  t i m e s ,  a n d  
a s c i t e s  r e s u l t s  f r o m  a  d i r e c t  f l u i d  l o s s  f r o m  p l a s m a  i n t o  
t h e  t i s s u e s .
A r e d u c e d  p l a s m a  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  a r i s e  i n  a  
n u m b e r  o f  w a y s . T h e r e  may b e  i m p a i r e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  
i n  t h e  l i v e r ,  o r  t h e r e  may b e  i m p a i r e d  ’ s e c r e t i o n ’ i n t o  t h e  . 
p l a s m a .  A c c e l e r a t e d  p r o t e i n  t u r n o v e r  o r  a l t e r e d  
i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  p r o t e i n  c o u l d  a l s o  a c c o u n t  f o r  a  
r e d u c t i o n  i n  b l o o d  c o n c e n t r a t i o n .  P r o t e i n  i s  a l s o  l o s t  i n  
b u r n s ,  r e n a l  f a i l u r e  an d  e n t e r o p a t h i e s  (K o h n ,  1 9 7 8 ) .
W i th  t h e  b i r t h  o f  i m m u n o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n ,  m e t h o d o l o g y  i s  s p e c i f i c  a n d  
s e n s i t i v e .  I m m u n o d i f f u s i o n ,  i m m u n o e l e c t o p h o r e s i s  a n d  
r a d i o i m m u n o a s s a y  a r e  now f r e q u e n t l y  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e
c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  p r o t e i n s .
P r o t e i n  t e s t s ,  t h e r e f o r e ,  h a v e  t h e  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  
t r u e  i n d i c a t o r s  o f  l i v e r  f u n c t i o n ,  s y n t h e s i s ,  a n d  a r e  
e a s i l y ,  s p e c i f i c a l l y  a n d  s e n s i t i v e l y  d e t e r m i n e d .
Many s e r u m  p r o t e i n s  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  a s  i n d e x e s  o f  
l i v e r  f u n c t i o n .  A lb u m in  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  a s  
h a v e  p r o t h r o m b i n ,  c a e r u l o p l a s m i n ,  t r a n s f e r r i n  a n d  
c t- f e t o p r o t e i n  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  ( N o r e n ,  1 9 7 2 ;
H o e ,  1 9 7 3 ;  P u r v e s ,  1 9 7 0 )
A lb u m in
The m e c h a n i s m s  f o r  r e g u l a t i n g  t h e  r a t e s  o f  s y n t h e s i s  a n d  
d e g r e d a t i o n  o f  a l b u m i n  a r e  n o t  c o m p l e t e l y  e l u c i d a t e d .
The l o n g  h a l f  l i f e  o f  a l b u m i n ,  h o w e v e r ,  a b o u t  20 d a y s ,  
g i v e s  r i s e  t o  s e r u m  l e v e l s  t h a t  a r e  m a i n t a i n e d  u n t i l  
t h e  c h r o n i c  s t a g e s  o f  h e p a t i c  d a m ag e .  C l i n i c a l  s i g n s  h a v e  
becom e  e v i d e n t  b y  t h i s  t i m e  a n d  t h u s  a l b u m i n  o f f e r s  no 
a s s i s t a n c e  i n  t h e  d e t e c t i o n  o f  h e p a t i c  dam age  e i t h e r  d u e  t o  
d i s e a s e  o r  t o x i c i t y .
A lb u m in  h a s  b e e n  u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  t h e  c h r o n i c i t y  o f  
l i v e r  d i s e a s e  a n d  h y p o a l b u m i n a e m i a  i n  l i v e r  dam age  g i v e s  
r i s e  t o  many o f  t h e  c l i n i c a l  s i g n s  o f  l i v e r  d i s e a s e .
The  l a c k  o f  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  a l b u m i n  s y n t h e s i s  a n d  
s e r u m  a l b u m i n ,  e s p e c i a l l y  a t  low  c o n c e n t r a t i o n s  d i m i n i s h e s  
i t s  u t i l i t y  ( B u r k e , 1 9 7 8 ) .
P r o t h r o m b i n  t i m e  i s  commonly u s e d  a s  an  i n d e x  o f  
l i v e r  f u n c t i o n  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e .  The t e s t  
i s ,  h o w e v e r ,  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e .  T h e r e  a r e  a t  
t h e  p r e s e n t  t i m e  no  e n t i r e l y  s a t i s f a c t o r y  r e f e r e n c e  
m e t h o d s  a v a i l a b l e  f o r  any  c o a g u l a t i o n  t e s t  o r  f a c t o r  
l e v e l  ( B u r k e ,  1 9 7 8 ;  N o r e n ,  1 9 7 2 ) .
A t  o n e  t i m e  t h e  p r o t h r o m b i n  t i m e  w as  t h o u g h t  t o  b e  a  - 
s p e c i f i c  m e a s u r e  o f  p l a s m a  p r o t h r o m b i n  ( f a c t o r  I I )  b u t  ’ 
i t  i s  now known t o  d e p e n d  on  l e v e l s  o f  f a c t o r s  V, V I I ,
X a n d  f i b r i n o g e n .
A c u t e  P h a s e  R e a c t a n t s
The t e r m  a c u t e  p h a s e  p r o t e i n s  o r  r e a c t a n t s  i s  c u s t o m a r i l y  
u s e d  t o  d e s c r i b e  p l a s m a  p r o t e i n s  w h o s e  c o n c e n t r a t i o n  
i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  a s  a  r e s p o n s e  t o  t h e  a c u t e  p h a s e  
o f  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s e s ,  t r a u m a ,  t i s s u e  b r e a k d o w n ,  
i n f e c t i o n  a n d  s o  o n  (K ohn ,  1 9 7 8 ) .
The m a i n  a c u t e  p h a s e  r e a c t a n t s  a r e  a l p h a ^ -  a c i d  g l y c o p r o t e i n ,  
C - r e a c t i v e  p r o t e i n ,  h a p t a g l o b i n ,  c a e r u l o p l a s m i n ,  t r a n s f e r r i n  
a n d  f i b r i n o g e n .  They  a r e  g l y c o p r o t e i n s  a n d  s y n t h e s i s e d  i n  
t h e  l i v e r  a n d  f o r  t h i s  r e a s o n  i t  i s  e x p e c t e d  t h a t  s e r u m  
c o n c e n t r a t i o n s  m u s t  f a l l  i n  s e v e r e  l i v e r  damage  ( K o j ,  1 9 7 4 ) .
C a e r u l o p l a s m i n  h a s  b e e n  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t o  h a v e  i n c r e a s e d  
s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  i n  p r i m a r y  b i l i a r y  c i r r h o s i s  a n d  
d i s o r d e r s  o f  t h e  b i l i a r y  t r a c t .  O c c a s i o n a l l y  e l e v a t e d  
c o n c e n t r a t i o n  i s  s e e n  i n  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  a c t i v e  
h e p a t i t i s  a n d  c i r r h o s i s  o f  t h e  l i v e r .  I n  t h e s e  c a s e s  
c a e r u l o p l a s m i n  i s  a c t i n g  a s  an  a c u t e  p h a s e  r e a c t a n t ,  
a s  an  i n d i c a t o r  o f  i n f l a m m a t i o n .  The  u s e  o f  t h i s  p r o t e i n  
a s  an  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i s  s e v e r e l y  h a n d i c a p p e d
( R i t l a n d ,  1 9 7 7 ) .
L o w , p l a s m a  c a e r u l o p l a s m i n  e o n t r a t i o n  i s  o b s e r v e d  i n  
h e p a t o l e n t i c u l a r  d e g e n e r a t i o n  ( W i l s o n ’ s  d i s e a s e )  w h i c h  
i s  a n  i n b o r n  e r r o r  o f  c o p p e r  m e t a b o l i s m .
SERUM BILE ACIDS AS LIVER FUNCTION TESTS
The c l i n i c a l  v a l u e  o f  b i l e  a c i d  d e t e r m i n a t i o n s  i s  
u n d e r g o i n g  t h o r o u g h  e v a l u a t i o n  a t  t h e  p r e s e n t  t i m e  
( B i l l i n g ,  1 9 7 9 ) .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  b a c t e r i a l  o v e r g r o w t h ,  
t h e  b i l e  a c i d s  f o u n d  i n  s e r u m  a r e  i n  t h e  c o n j u g a t e d  f o r m .
B i l e  a c i d s  a r e  s y n t h e s i s e d  f r o m  c h o l e s t e r o l  i n  t h e  
l i v e r  a n d  a r e  c o n j u g a t e d  t o  t a u r i n e  o r  g l y c i n e  b e f o r e  
e x c r e t i o n .  The d e t e r m i n a t i o n  o f  p r i m a r y  b i l e  s a l t s  i n  s e r u m ,  
i s  b y  g a s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  o r  r a d i o i m m u n o a s s a y  g i v i n g  
s p e c i f i c ,  s e n s i t i v e  r e s u l t s  ( B a q u i r ,  1 9 7 9 ;  P e n n i n g t o n ,  1 9 7 9 ) .
Se rum  b i l e  a c i d s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  o f  u s e  i n  t h e  
d i s c r i m i n a t i o n  o f  n o n - i c t e r i c  p a t i e n t s  w i t h  l i v e r  d i s e a s e  a n d  
f o r  m o n i t o r i n g  o f  d r u g  t r e a t m e n t s .  A r e c e n t  r e p o r t  s h o w e d  
b i l e  a c i d s  t o  b e  e l e v a t e d  i n  s e r u m  b e f o r e  j a u n d i c e  f o l l o w i n g  
p a r a c e t a m o l  i n t o x i c a t i o n  ( C o l l i n s , 1 9 7 9 ) .
DRUG METABOLISM ' IN LIVER ' DISEASE
Many, d r u g s  a n d  f o r e i g n  com pounds  t h a t  a r e  m e t a b o l i s e d  
b y  e n zy m e s  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  l i v e r  h a v e  b e e n  sh o w n  t o  h a v e  
a l t e r e d  m e t a b o l i c  r a t e s  i n  l i v e r  d i s e a s e  ( S h a n d ,  1 9 7 9 ;
V e s s e l l ,  1 9 7 9 ) .
Many f a c t o r s  c a n  v a r y  t h e  r a t e  o r  way a  d r u g  i s  
m e t a b o l i s e d  i n  t h e  b o d y  ( F a r r e l l ,  1 9 7 9 ) .  G e n e t i c  c o n s t i t u t i o n ,  
v a r i o u s  d i s e a s e  s t a t e s ,  o t h e r  d r u g s ,  a g e ,  s e x  a n d  e n v i r o n m e n t  
h a v e  a l l  b e e n  sh o w n  t o  a f f e c t  t h e  m e t a b o l i s m  o f  d r u g s  ( L a n g ,
1 9 7 6 ) .
The r a t e  o f  h e p a t i c  m e t a b o l i s m  o f  a m i n o p r y r i n e  ( d i m e t h y l  
a m i n o a n t i p y r i n e )  h a s  b e e n  u s e d  t o  a s s e s s  l i v e r  f u n c t i o n  b y  a  
n u m b e r  o f  i n v e s t i g a t o r s  ( H e p n e r ,  1 9 7 4 ;  H e p n e r ,  1 9 7 5 ;  H e p n e r ,  
1 9 7 6 ;  S u i t a t o s ,  1 9 7 8 ) .
A m i n o p y r i n e  i s  r e a d i l y  a b s o r b e d ,  e v e n l y  d i s t r i b u t e d  i n  
t o t a l  b o d y  w a t e r  a n d  p r i m a r i l y  m e t a b o l i s e d  i n  t h e  l i v e r .  
M e t a b o l i s m  o c c u r s  m a i n l y  t h r o u g h  N - d e m e t h y l a t i o n  ( B r o d i e ,
1 9 5 0 ) .  I n  l i v e r  d i s e a s e  t h e r e  i s  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  c l e a r a n c e
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r a t e  o f  t h e  d r u g  a s  sh o w n  b y  u s i n g  a  C r a d i o a c t i v e  l a b e l  on  
t h e  d r u g .  The  m e t a b o l i c  c l e a r a n c e  i s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  
t h e  b r e a t h  o u t p u t  o f  l a b e l l e d  c a r b o n  d i o x i d e .
The  t e c h n i q u e  h a s  t h e  a d v a n t a g e  t h a t  i t  i s  n o n - i n v a s i v e  
a n d  a  s e n s i t i v e  r e f l e c t i o n  o f  o v e r a l l l i v e r  d y s f u n c t i o n .  The  
e t h i c s  o f  t h e  t e s t  h o w e v e r  a r e  q u e s t i o n a b l e .  I n  t h e  p a t i e n t  
w i t h  h e p a t o t o x i c i t y  t h e  l i v e r  may b e  u n d e r  s e v e r e  s t r e s s ,  a n  
a d d i t i o n a l  d o s e  o f  a n o t h e r  d r u g  c a n  o n l y  a d d  t o  t h a t  s t r e s s .  
When low  d o s e s  o f  a m i n o p y r i n e  a r e  g i v e n  t o  a n i m a l s  d o s e d  w i t h  
p a r a c e t a m o l ,  t h e  p a r a c e t a m o l  h a s  b e e n  show n  t o  i n t e r f e r e  w i t h  
t h e  N - d e m e t h y l a t i o n  o f  a m i n o p y r i n e  c a u s i n g . a n  e f f e c t  s i m i l a r
t o  t h a t  e x p e c t e d  i n  l i v e r  damage ( S u l t a t o s ,  1 9 7 8 ) .  A s t u d y  h a s  
r e c e n t l y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a m i n o p y r i n e  b r e a t h  t e s t  i s  a  g o o d  
way o f  m o n i t o r i n g  l i v e r  f u n c t i o n  a f t e r  p a r a c e t a m o l  o v e r d o s e  
( S a u n d e r s ,  1 9 8 0 ) .
M i s l e a d i n g  r e s u l t s  may a l s o  b e  o b s e r v e d  i n  p a t i e n t s  t a k i n g  
enzym e  i n d u c i n g  d r u g s .  H ig h  a l c o h o l  i n t a k e  o r  p h e n o b a r b i t o n e  
t h e r a p y  b o t h  g i v e  r i s e  t o  i n c r e a s e d  d r u g  m e t a b o l i s i n g  e n z y m e s .  
The a m i n o p y r i n e  t e s t  i n  t h e s e  p e o p l e  w o u l d  show  a n  
a c c e l e r a t e d  c l e a r a n c e  o f  l a b e l l e d  d r u g  ( L e i b e r ,  1 9 7 9 ) .
The p r e s e n t  s t u d y  a i m s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e -  f o l l o w i n g :
To i n v e s t i g a t e  e x i s t i n g  a n d  new s e r u m  e n z y m e s  t o  
m o n i t o r  l i v e r  d i s e a s e s ,  t o  e v a l u a t e  t h e i r  s e n s i t i v i t y  
a n d  s p e c i f i c i t y  t o  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  a n d  d r u g  
t o x i c i t y  i n  t h e  h u m a n , e s p e c i a l l y  i n  t h e  a c u t e  
s i t u a t i o n .
To e v a l u a t e  t h e  u s e  o f  s e r u m  p r o t e i n s  a s  r e a l  i n d e x e s  
o f  l i v e r  f u n c t i o n  a n d  t o  d e t e r m i n e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f .  
C - r e a c t i v e  p r o t e i n  a n d  p r e a l b u m i n  t o  d e t e c t  d i s e a s e  a n d  
d r u g  t o x i c i t y .
To a p p l y  an y  s u c c e s s f u l  t e s t  o f  l i v e r  f u n c t i o n  t o  t h e  
a n i m a l  m o d e l  a n d  i n v e s t i g a t e  i t s  e f f e c t i v e n e s s  a s  an  
i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i n  d r u g  t o x i c i t y .
CHAPTER TWO
CHAPTER TWO
S t u d i e s  o f  E x p e r i m e n t a l  H e p a t o t o x i c i t y  
b y  S t a n d a r d  P l a s m a  Enzyme D e t e r m i n a t i o n s
I n t r o d u c t i o n
I t  i s  now known w h a t  e n z y m e s  show e l e v a t e d  a c t i v i t i e s  
m o s t  s e n s i t i v e l y  i n  l i v e r  -damage.  I t  i s  now i m p o r t a n t  t o  
d i s c o v e r  how q u i c k l y  a n d  how s e n s i t i v e l y  e a c h  enzym e  r e s p o n d s  
t o  h e p a t o t o x i c  d r u g s .
By d o s i n g  a n i m a l s  w i t h  c a r b o n - t e t r a c h l o r i d e ,  
b r o m o b e n z e n e  o r  p a r a c e t a m o l  a n d  m e a s u r i n g  enzym e  a c t i v i t i e s  a t  
v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  d o s i n g ,  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  i d e n t i f y  
w h i c h  e n zy m e s  l e a k  f r o m  t h e  c e l l s  a t  a n  e a r l y  s t a g e  a n d  h e n c e  
d e d u c e  w h i c h  e n z y m e s  a r e  l i k e l y  t o  b e  s e n s i t i v e  i n d i c e s  o f  
h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e .
C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  p o t e n t  o f  t h e  
known h e p a t o t o x i n s . C a u s i n g  h e p a t o c e l l u l a r  n e c r o s i s  a n d  
f a t t y  i n f i l t r a t i o n  o f  t h e  l i v e r  i t s  h e p a t o t o x i c i t y  r e s u l t s  
f r o m  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  a c t i v e  i n t e r m e d i a t e  w h i c h  b i n d s  t o  
c e l l  m a c r o m o l e c u l e s  a n d  i n i t i a t e  a u t o x i d a t i o n  ( C h a p t e r  O n e ) .
I n  t h e  f o l l o w i n g  s t u d i e s  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  w a s  u s e d  
t o  e x p e r i m e n t a l l y  p r o d u c e  dam age  i n  t h e  l i v e r s  o f  t r e a t e d  
a n i m a l s  s o  t h a t  t h e  m o s t  s u i t a b l e  e n z y m e s  c o u l d  b e  s e l e c t e d  
a s  i n d i c a t o r s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage  a n d  " l i v e r  f u n c t i o n "  
f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .
M e a s u r e m e n t  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  e n z y m e s  i n  p l a s m a  o r  
s e r u m  p r e s e n t  s p e c i a l  d i f f i c u l t i e s '  i n  c l i n i c a l  b i o c h e m i s t r y .
V a r i a b l e s  a f f e c t i n g  a c t i v i t y  i n c l u d e  c h o i c e  o f  s u b s t r a t e ,  
s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  pH, c h o i c e  o f  b u f f e r  a n d  i t s  
c o n c e n t r a t i o n ,  t e m p e r a t u r e  a n d  a  w i d e  v a r i e t y  o f  o t h e r  
f a c t o r s  s p e c i a l  t o  p a r t i c u l a r  a s s a y s .
C o n s i d e r a b l e  e f f o r t s  h a v e  b e e n  made t o  s t a n d a r d i z e  
t h e  v a r i o u s  m e t h o d s  o f  m e a s u r e m e n t .  C e r t a i n  c o n d i t i o n s  
h a v e  b e e n  s p e c i f i e d  b y  t h e  German S o c i e t y  f o r  C l i n i c a l  
C h e m i s t r y ,  t h e  S c a n d i n a v i a n  S o c i e t y  f o r  C l i n i c a l  C h e m i s t r y  
a n d  C l i n i c a l  P h y s i o l o g y  a n d  t h e  S o c i e t e  F r a n q a i s e  d e  
B i o l o g i e  C l i n i q u e .  M ore  r e c e n t l y  t h e  I n t e r n a t i o n a l  
F e d e r a t i o n  o f  C l i n i c a l  C h e m i s t r y  ( IF C C )  h a s  s e t  up  a n  E x p e r t  
P a n e l  o n  E nzym es  w h i c h  h a s  p u b l i s h e d  a  s e r i e s  o f  P r o v i s i o n a l  
R e c o m m e n d a t i o n s  w i t h  p a r t i c u l a r  r e f e r e n c e  t o  a s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e .  A l l  o f  t h e  a b o v e  o r g a n i s a t i o n s  w e r e  i n  
a g r e e m e n t  t h a t  enzym e  a c t i v i t i e s  s h o u l d  b e  m e a s u r e d  a t  a  
s p e c i f i c  t e m p e r a t u r e  b u t  t h e  G erm ans  r e c o m m e n d e d  2 5 ° C ,  t h e  
IFCC a n d  t h e  F r e n c h  30°C a n d  t h e  S c a n d i n a v i a n s  3 7 °C .  I n  
B r i t a i n  m o s t  l a b o r a t o r i e s  w o rk  a t  37°C b u t  some u s e  30 o r  
2 5°C  ( D u g g a n ,  1 9 7 9 ) .
The  m e t h o d s  e m p l o y e d  t o  d e t e r m i n e  enzym e  a c t i v i t i e s  i n  
t h e  p r e s e n t  s t u d y  a r e  t h o s e  r e c o m m e n d e d ,  a n d  o p t i m i s e d ,  b y  
B e r g m e y e r  ( 1974)... '
The r e l i a b i l i t y  o f  en zy m e  d e t e r m i n a t i o n s  i n  c l i n i c a l  
b i o c h e m i s t r y  i s  a t  p r e s e n t  i n  q u e s t i o n .  D r u g  i n t e r f e r e n c e  o f  
enzyme d e t e r m i n a t i o n  i s  now w e l l  known (M c N e e ly ,  1 9 7 8 ) .
Enzyme d e t e r m i n a t i o n s  a r e  h i g h l y  s e n s i t i v e  t o  c h a n g e s  i n  pH,  
t e m p e r a t u r e  a n d  e q u i p m e n t  a n d  g r e a t  c a r e  i s  n e e d e d  t o  o b t a i n  
r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s .
Enzyme a c t i v i t i e s  o f t e n  h a v e  t o  b e  m e a s u r e d  i n  u n s t o r e d  
s a m p l e s  w h i c h  a r e  f r e e  f r o m  h a e m o l y s i s .  I s o c i t r a t e  < 
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i s  h i g h  i n  h a e m o l y s e d  s e r u m  from, a  
h e a l t h y  i n d i v i d u a l .
C h e m i c a l l y  i n d u c e d  l i v e r  dam age  i n  t h e  r a t  w as  
i n v e s t i g a t e d  r e c e n t l y  b y  D r o tm a n  ( 1 9 7 8 ) .  R a t s  w e r e  d o s e d  
w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  t o  i n d u c e  l i v e r  i n j u r y  a n d  t h e  
t i m e  a n d  m a g n i t u d e  o f  p e a k  l i v e r  i n j u r y  a s s e s s e d  b y  
h i s t o p a t h o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  l i v e r  s p e c i m e n s  t a k e n  a t  
i n t e r v a l s  a f t e r  d o s i n g .  O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  w as  
show n  t o  b e  m o re  s e n s i t i v e  i n  i n d i c a t i n g  h e p a t o c e l l u l a r  
damage  t h a n  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  a l a n i n e  a n d  a s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e ,  a n d  s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e . Good .. 
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  p e a k  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  
a c t i v i t y  a n d  m a x im a l  h i s t o l o g i c a l  dam age  was  f o u n d .
T h i s  r e p o r t  c o n t r a d i c t e d  t h e  f i n d i n g s  o f  o t h e r  g r o u p s  
who s u g g e s t e d  b o t h  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  a n d  i s o ­
c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  t o  b e  l e s s  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r s  o f  
h e p a t o c e l l u l a r  damage  t h a n  h i s t o p a t h o l o g y  f o r  d e t e c t i n g  
l i v e r  dam age  ( K o r s r u d ,  1 9 7 2 ;  K o r s r u d ,  1 9 7 3 ) .
S o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  i s  a n o t h e r  enzym e  f o u n d  
p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  l i v e r  ( G e r l a c h ,  1 9 5 9 ) .  Work b y  A s a d a  
a n d  G a lam b o s  i n  1963  s h o w e d  t h a t  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  
s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  d e c r e a s e d  i n  t h e  l i v e r  
a n d  i n c r e a s e d  i n  t h e  s e r u m  o f  a n i m a l s  t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e .  T h i s  w as  show n  t o  b e  a  d o s e  r e l a t e d  e f f e c t .  
R e e s  ( 1 9 6 0 )  w as  u n a b l e  t o  show  a  d o s e  r e l a t e d  e f f e c t  w i t h  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e  i n t o x i c a t i o n  b u t  A s a d a  s u g g e s t e d  t h e  d o s a g e  
r e g i m e n  u s e d  b y  R e e s  w a s  t o o  h i g h .
M e th o d s  o f  Enzyme D e t e r m i n a t i o n
1 .  . I s o c i t r a t e  D e h y d r o g e n a s e  ( E . C . l . 1 . 1 . 4 2 ,  ICD)
-  B e r n t ,  E .  a n d  B e r g m e y e r ,  H .U .  
P r i n c i p l e :
- k e t o g l u t a r a t e  + CO^ + NADPH + H+
/
. I 2+Mn ICDH
I s o c i t r a t e  + NADP+
A t  pH 7 . 5  t h e  e q u i l i b r i u m  i s  c o m p l e t e l y  on  t h e  s i d e  
o f  t h e  r e d u c e d  c o f a c t o r ,  NADPH. The d e t e r m i n a t i o n  
u s e s  i s o c i t r a t e  a s  s u b s t r a t e  a n d  NADP a s  c o e n z y m e .
The am o u n t  o f  i s o c i t r a t e  o x i d i s e d  i s  d e t e r m i n e d  b y  
t h e  i n c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  
NADPH, w h i c h  i n  t u r n  i s  a  m e a s u r e  o f  ICD a c t i v i t y .
M e th o d
Ah a s s a y  m i x t u r e  c o n s i s t e d  o f  t r i e t h a n o l a m i n e  ( 8 0  mM) 
D L - i s o c i t r a t e  ( 3 . 7  mM) a n d  s o d i u m  c h l o r i d e  ( 4 2  mM). 
The s a m p l e  ( 0 . 1  m l )  w as  a d d e d  t o  t h i s  m i x t u r e  i n  a  
q u a r t z  c u v e t t e  and ,  a f t e r  m i x i n g ,  i n c u b a t e d  f o r  f i v e  
m i n u t e s  a t  2 5 ° C .
C o f a c t o r  s o l u t i o n ,  c o n s i s t i n g  o f  NADP ( 0 . 3 2  mM) a n d
2+m a n g a n e s e  s u l p h a t e  ( 3 . 9  mM, Mn )} w as  t h e n  a d d e d  t o  
s t a r t  t h e  r e a c t i o n .
The c h a n g e  i n  e x t i n c t i o n  w i t h  t i m e  a t  340 nm w as  
m e a s u r e d  c o n t i n u o u s l y ,  u s i n g  a  P e r k i n  E l m e r  SP 1800  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i t h  a  p a p e r  r e c o r d e r / a g a i n s t  an  
a i r  b l a n k .  T e m p e r a t u r e  w as  m a i n t a i n e d  a t  25°C  
t h r o u g h o u t  t h e  d e t e r m i n a t i o n  b y  a  c o n s t a n t  
t e m p e r a t u r e  c u v e t t e  h o l d e r .
A c t i v i t y  o f  ICD w a s  d e t e r m i n e d  i n  I n t e r n a t i o n a l  U n i t s  
p e r  l i t r e  b y  u s i n g  a  c a l c u l a t i o n  f o r m u l a .
Volume A c t i v i t y  = 9 9 7  x A E / m i n  I U ' / l
P r e c i s i o n
The  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  i s  g i v e n  t o  b e  10% w i t h  
v a l u e s  a r o u n d  20 I U / 1  a  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  2 I U / 1  i s  
r e c o r d e d .
S p e c i f i c i t y
The  a c t i v i t y  o f  a l l  N A D P - d e p e n d a n t  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  i s  r e c o r d e d .  The  s o u r c e s  o f  t h i s  enzym e  
a r e  t h e  l i v e r ,  t h e  h e a r t  a n d  r e d  b l o o d  c e l l s .  I n  
s e r u m ,  h o w e v e r ,  t h e  l i v e r  enzym e i s  p r e d o m i n a n t  w i t h  
l i t t l e  c o n t r i b u t i o n  o f  h e a r t  enzym e  a n d  t h a t  f r o m  r e d  
b l o o d  c e l l s  i n  n o n  h a e m o l y s e d  s e r u m  s a m p l e s .
A l a n i n e  A m i n o t r a n s f e r a s e  ( E . C. 2 . 6 . 1 . 2 . )
P r i n c i p l e :
The m e t h o d  d e s c r i b e d  h e r e  w as  f i r s t  p u b l i s h e d  b y  
H e n l e y  e t  a l  ( 1 9 5 5 )  a n d  l a t e r  m o d i f i e d  b y  W r o b l e w s k i  
a n d  L a  Due ( 1 9 5 6 ) .
ALT
( i )  L - A l a n i n e  + c * - k e t o g l u t a r a t e  P y r u v a t e  + L - G l u t ' a m a t e
+ LDH +
( i i )  P y r u v a t e  + NADH + H ,-----.  L - L a c t a t e  + NAD
The e q u i l i b r i u m  i n  r e a c t i o n  ( i i )  l i e s  f a r  t o  t h e  r i g h t ,  a s  
s h o w n .  The p y r u v a t e  f o r m e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  a l a n i n e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  i n  ( i )  i s  t h e r e f o r e  i m m e d i a t e l y  c o n v e r t e d  
t o  L - L a c t a t e .  The a c t i v i t y  o f  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
i s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  r a t e  o f  NADH o x i d a t i o n  i n  r e a c t i o n  
( i i ) . . , '
M e th o d
The s a m p l e  ( 0 . 1  m l )  w as  a d d e d  t o  a  p r e i n c u b a t i o n  m i x t u r e  
o f  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 . 4 ,  80 mM) L - a l a n i n e  ( 0 . 8  M),
NADH s o l u t i o n  ( 0 . 1 8  mM) a n d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  
( 6 . 8  g / m l ;  3 . 7  I U / m l )  i n  a  q u a r t z  c u v e t t e .  A f t e r  
m i x i n g  t h o r o u g h l y  t h e  p y r u v a t e ,  o x a l o a c e t a t e  a n d  o t h e r  
s u b s t r a t e s  i n  t h e  s e r u m  w e r e  a l l o w e d  t o  r e a c t  a n d  o x i d i s e  
t h e  NADH f o r  t h r e e  m i n u t e s ,  b e f o r e  a d d i t i o n  o f  
o i - k e t o g l u t a r a t e  ( 1 8  mM) t o  s t a r t  t h e  a l a n i n e  a m i n o t r a n s ­
f e r a s e  r e a c t i o n .
The mean  c h a n g e  i n  e x t i n c t i o n  a t  340 nm w as  m e a s u r e d  f o r  
t h r e e  m i n u t e s  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  ^ - k e t o g l u t a r a t e , u s i n g  
a  P e r k i n  E l m e r  S P 1800 s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  a  c o n s t a n t  
t e m p e r a t u r e  o f  2 5 ° C .  E x t i n c t i o n  w as  r e a d  a g a i n s t  ah  a i r  
b l a n k .
A c t i v i t y  w as  d e t e r m i n e d  u s i n g  a  c a l c u l a t i o n  f o r m u l a ,
Volume A c t i v i t y  = 1190 x  A  E / m i n  I U / 1
The c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h e  m e t h o d  i s  5 .5 % ,  
b e c o m i n g  l e s s  w i t h  s e r a  o f  h i g h  enzym e  a c t i v i t y .
G am m a-G lu t  amy1 T r a n s f e r a s e  ( E . C . 2 . 3 . 2 . 2 . ' )
P r i n c i p l e
HOOC-CHNH2 -C H 2 -C H 2 -CO +' HgN-CH -CONH-CH2 COOH
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  p - n i t r o a n i l i n e  l i b e r a t e d
8 . 2  h a s  an  a b s o r p t i o n  maximum a r o u n d  400  nm w h i l e  t h e  
s u b s t r a t e  d o e s  n o t  a b s o r b  a t  t h i s  w a v e l e n g t h .
M e th o d
The GGT i n  human s e r u m  r e a c t s  m o s t  r a p i d l y  w i t h  L- X  -  
g l u t a m y l - p - n i t r o a n i l i d e  a t  pH 8 . 2  ( S z a s z ,  1 9 6 9 ;  G o l d b a r g ,  
1 9 7 8 ) ,  t h e  sam e a c t i v i t y  b e i n g  f o u n d  i n  a m m e d i o i ,  
d i e t h a n o l a m i n e , t r i e t h a n o l a m i n e  a n d  t r i s  b u f f e r s .  The 
enzym e i s  s a t u r a t e d  a t  a  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f
4 . 0  mM.
Jf - g l u t a m y i - p - n i t r o a m i i a e
g l y c y l g l y c i n e
GGT
NH
H00C-CHNH2 -  CH2 -C H 2 -CO
I * 4.
HN-CH2 -CONH-CH2 COOH
2
y - g 1u t  amy1 g l y c y l g l y c i d e
p - n i t r o a n i l i n e
The g a m m a g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  i s  d i r e c t l y
p e r  u n i t  t i m e  ( B e r g m e y e r ,  1 9 7 4 ) .  p - N i t r o a n i l i n e  a t  pH
L - % - g l u t a m y 1 - p - n i t r o a n i l i d e  ( 4 . OmM), g l y c y l g l y c i n e  
( 5 0  mM), m a g n e s i u m  c h l o r i d e  ( 1 0  mM) a n d  a m m e d io l  
b u f f e r  ( 4 8  mM) w e r e  m i x e d  a t  2 5 ° C ( c o n s t a n t )  i n  a  
q u a r t z  c u v e t t e  b e f o r e  a d d i t i o n  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e  
( 0 . 1  m l )  .
A f t e r  m i x i n g  t h e  c h a n g e  i n  e x t i n c t i o n  w as  d e t e r m i n e d  
f o r  t h r e e  m i n u t e s  a t  405 nm b y  c o n t i n u o u s  m e a s u r e m e n t  
i n  a  P e r k i n  E l m e r  SP 1800 s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i t h  a  
c h a r t  r e c o r d e r  a t t a c h e d .
The  a c t i v i t y  o f  GGT was  c a l c u l a t e d  i n  I n t e r n a t i o n a l  
U n i t s  p e r  l i t r e  o f  s e r u m .
i . e .  A c t i v i t y  ( I U / 1 )  = 2120  x  A  E / m i n
The c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h i s  m e t h o d  i s  
r e p o r t e d  t o  b e  3 . 8  t o  5 .5%  ( S z a s z ,  1 9 6 9 ) .
5^  N u c l e o t i d a s e  ( E . C .  3 . 1 . 3 . 5 . )
P r i n c i p l e :
A d e n o s i n e  -  5 ^ - m o n o p h o s p h a t e  + HgO
5*- n u c l e o t i d a s e
A d e n o s i n e  + HgPO^
The d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  C_ p o s i t i o n  o f  t h e  r i b o s e
. . o
r i n g  b y  i s o d y n a m i c  p h o s p h o m o n o e s t e r a s e s  m u s t  b e  t a k e n  
i n t o  a c c o u n t  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  5 ^ - n u c l e o t i d a s e .
By s e l e c t i v e l y  i n h i b i t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  5 1- n u c l e o t i d a s e  
w i t h  n i c k e l  i o n s ,  (Ahmed,  1 9 5 8 )  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  n o n ­
s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  c a n  b e  f o u n d .
I n  t h e  p r e s e n c e  o f  n i c k e l  i o n s  t h e  a c t i v i t y  o f  n o n ­
s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e  i s  d e t e r m i n e d ,  w h i l e  i n  t h e i r  
a b s e n c e  t h e  sum o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  n o n - s p e c i f i c  
p h o s p h a t a s e s  a n d  5 1-  n u c l e o t i d a s e  i s  m e a s u r e d .  The 
d i f f e r e n c e  i n  t h e  a m o u n t  o f  p h o s p h a t e  i o n  l i b e r a t e d  
p e r  u n i t  t i m e  i n  t h e  tw o  a s s a y s  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
F i s k e  a n d  S u b b a r r o w  m e t h o d  ( 1 9 2 5 )  i s  a  m e a s u r e  o f  
5 n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y .  C a m p b e l l  ( 1 9 6 2 )  m o d i f i e d  
F i s k e ’ s  o r i g i n a l  m e t h o d .
R e a g e n t s
i .  M a n g a n e s e  s u l p h a t e  ( 2 0  mM)
i i .  V e r o n a l  b u f f e r  ( 4 0  mM; pH 7 . 5 )
i i i .  N i c k e l  c h l o r i d e  ( 0 . 1  M)
i v .  A d e n o s i n e - 5 ^ - m o n o p h o s p h a t e ,  AMP ( 1 0  mM)
v .  T r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( 0 . 6 8  M)
v i . Ammonium m o l y b d a t e  ( 4 0  mM)
v i i .  R e d u c i n g  s o l u t i o n  : p o t a s s i u m  b i s u l p h a t e  ( 0 . 0 2  M)
a n d  m e t h y l a m i n o p h e n o l  s u l p h a t e  ( 0 . 0 1  M)
v i i i .  S o d iu m  a c e t a t e  ( 2 . 5  M)
M e th o d
T h r e e  t e s t  t u b e s  w e r e  r e q u i r e d .
A : w i t h o u t  n i c k e l  i o n s
B : w i t h  n i c k e l  i o n s  a n d
C : p h o s p h a t e  b l a n k  o f  t h e  s a m p l e
The s c h e m e  l a i d  o u t  b e l o w  w as  f o l l o w e d .  T u b e s  w e r e  
r e a d  a g a i n s t  a i r  i n  a  C e c i l  S p e c t r o p h o t o m e t e r  u s i n g  
g l a s s  c u v e t t e s .  .
S ch  erne o f  N u c l e o  t i d a s e  D e t e r m i n a t i o n
V o lu m e s  i n  m i l l i l i t r e s
TUBE A . TUBE B TUBE C
V e r o n a l  b u f f e r 1 . 5 1 . 3 1 . 5
M a n g a n e se  s u l p h a t e  s o l u t i o n 0 . 1 . 0 . 1 0 . 1
N i c k e l  c h l o r i d e  s o l u t i o n 0 . 2 -
S a m p le  ( s e r u m ) 0 . 2 0 . 2 0 . 2
D i s t i l l e d  w a t e r • •- - 0 . 2
AMP s o l u t i o n 0 . 2 0 . 2
MIX AND INCUBATE FOR 30 MINUTES AT 37°C
ADD TRICHLOROACETIC ACID 2 . 0 2 . 0 2 . 0
The e n z y m i c  r e a c t i o n  i s  s t o p p e d .  C e n t r i f u g e ‘ f o r  5 m i n u t e s
a t  3 0 0 0 g .  D i s c a r d  t h e  p r e c i p a t e .  P i p e t t e  s u c c e s s i v e l y
i n t o  s e p a r a t e  t u b e s :
S u p e r n a t a n t  f l u i d 2 . 5 2 . 5 2 . 5
D i s t i l l e d  w a t e r 7 . 5 7 . 5 7 . 5
M o l y b d a t e  s o l u t i o n  v i 2 . 0 2 . 0 2 . 0
R e d u c i n g  s o l u t i o n  v i i 1 . 0 1 . 0 1 . 0
MIX AND ALLOW TO STAND FOR 10 MINUTES
THEN ADD ACETATE SOLUTION 4 . 0 4 . 0 4 . 0
DISTILLED WATER 3 . 0 3 . 0 3 . 0
MIX AND ALLOW TO STAND FOR 5 MINUTES 
MEASURE EXTINCTIONS AT 5 7 8 . nm
C a l c u l a t i o n s
T h e . d i f f e r e n c e  TubeA -  T u b e B  i s  f o u n d .  . - 
The e x t i n c t i o n  o f  Tube C i s  t h e n  s u b t r a c t e d  f r o m  t h i s  
r e s u l t ,  r e p r e s e n t i n g  t h e  a m o u n t  o f  p h o s p h a t e  i o n  
l i b e r a t e d  b y  5 ^ - n u c l e o t i d a s e .  (T h e  L a m b e r t - B e e r  l a w  i s  
o b e y e d  up  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 4  mg p h o s p h o r u s  
p e r  r e a c t i o n  m i x t u r e . )
C o n v e r s i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  t o  I n t e r n a t i o n a l  U n i t s  p e r  
l i t r e  i s  d o n e  b y  m u l t i p l i c a t i o n  o f  t h e  e x t i n c t i o n  
d i f f e r e n c e  b y  4 4 1 .  .
The c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  i s  2 .86%  
( G e r l a e h ,  U . a n d  H i b y , W. , 1 9 5 9 ) .
O r n i t h i n e  C a r b a m y 1 T r a n s f e r a s e  ( E . C . 2 . 1 . 3 . 3 . ,  O C T ) . 
P r i n c i p l e
T h i s  enzyme w as  f o u n d  t o  c a t a l y s e  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  
c a r b a m y l  p h o s p h a t e  a n d  o r n i t h i n e  i n  t h e  u r e a  c y c l e  
( R e i c h a r d  a n d  R e i c h a r d ,  1 9 5 8 ) .
OCT
C a rb am y  1 + o r n i-j:]:ii n e  r__—1 c i t r u l l i n e  + p h o s p h a t e  
p h o s p h a t e  .
OCT o c c u r s  m a i n l y  i n  t h e  l i v e r ,  i n  Man, ( R e i c h a r d ,  1 9 6 0 )  
t h e  i n t e s t i n e  b e i n g  t h e  s e c o n d  m a j o r  s o u r c e  o f  t h e .  
e n z y m e .
E l e v a t e d  OCT a c t i v i t i e s  i n  s e r u m  w e r e  o b s e r v e d  i n  p a t i e n t s  
w i t h  m o s t  d i s e a s e s  o f  t h e  l i v e r  ( R e i c h a r d ,  1 9 6 1 )  b u t  t h e  
s t u d y  a l s o  s t r e s s e d  t h a t  d i s e a s e  p r o c e s s e s  i n  t h e  s m a l l  
i n t e s t i n e  m u s t  b e  r u l e d  o u t .  The sam e s t u d y  s u g g e s t e d  
t h a t  OCT w as  a  s p e c i f i c  i n d i c a t o r  o f  l i v e r  c e l l  d a m a g e .
The  enzym e  i s  d e t e r m i n e d  b y  c o l o r i m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  
o f  c i t r u l l i n e 0 The am o u n t  o f  c i t r u l l i n e  f o r m e d  p e r  
u n i t  t i m e  i s  a  m e a s u r e  o f  OCT a c t i v i t y . S e ru m  u r e a ,  
w h i c h  i s  a l s o  c h r o m o g e n i c  i s  r e m o v e d  by  a d d i n g  u r e a s e  
t o  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e 0 ( V a s s e f ,  1 9 7 8 ) 0
R e a g e n t s
i . P h o s p h a t e  b u f f e r ,  ( 67  mM pH 7 . 0 )  w as  made  '•
w i t h  d i s o d i u m . h y d r o g e n  p h o s p h a t e  a n d  p o t a s s i u m
d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e .
i i . U r e a s e  0 . 5  m g /m l  ( A c t i v i t y  5 I U /m g )
i i i .  U r e a s e / s u b s t r a t e  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  o f
c a r b a m y l p h o s p h a t e  ( 1 2 . 5  mM), o r n i t h i n e
( 2 5  mM) a n d  u r e a s e  ( 0 . 5  m g / m l ) . .
i v .  C i t r u l l i n e  s t a n d a r d  ( 1 0  mM)
v .  T r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  (10% w / v )
v i .  A n t i p y r i n e / F e r r i c  s u l p h a t e  s o l u t i o n  
( 4 g / l )  ( 5 0 m g / l )
v i i .  A c e t i c  a c i d  (5% v / v )
v i i i .  D i a c e t y l  monoxime ( 0 .5 %  w / v )
i x .  C o l o u r  R e a g e n t
Two v o l u m e s  o f  s o l u t i o n  v i  w e r e  m i x e d  w i t h
one  v o lu m e  o f  s o l u t i o n  v i i i  i m m e d i a t e l y
b e f o r e  u s e .
M e th o d
A f l o w  d i a g r a m  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  i s  show n  i n  t a b l e  
2 . 2 .  A l l  i n c u b a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3 7 ° C .  The  
c i t r u l l i n e  c o n t e n t  o f  t h e  s a m p l e  w as  d e t e r m i n e d  
s e p a r a t e l y  ( t u b e  " c i t r u l l i n e ) .
T a b l e  2 . 2
P r o c e d u r e  f o r  t h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  O r n i t h i n e  C a r b a m y l  i n  S e ru m .
P i p e t t e  i n t o  t u b e s : OCT Serumc i t r u l l i n e
S a m p le
U r e a s e / s u b s t r a t e  ( i i i )  
U r e a s e  s o l u t i o n  ( i i )
0  o 1ml 
0 . 8m 1
0 . 1ml 
0 . 8ml
Mix  a n d  i n c u b a t e  f o r  15 m i n u t e s
T r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( v ) 1 . 1ml 1 . 1m l
Mix  a n d  c e n t r i f u g e  f o r  10 m i n u t e s  a t  3000  rpm .  Use  
t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d
P i p e t t e  i n t o  t e s t  t u b e s :  
S u p e r n a t a n t  f l u i d  
C o l o u r  R e a g e n t  ( i x )
1 . 5 m l  
1 ,5 m l
1 . 5 m l
1 . 5 m l
Mix a n d  p l a c e  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  25 m i n u t e s
Add E t h y l e n e  g l y c o l 0 . 2 ml 0 . 2ml
A l lo w  t o  c o o l .  R e a d  e x t i n c t i o n s  a t  460  
^  ^OCT ^ c i t r u l l i n e
nm.
The e x t i n c t i o n  o f  a  r e f e r e n c e  s t a n d a r d  i s  m e a s u r e d  
u s i n g  c i t r u l l i n e  ( 5 0  n m o l e s )  i n s t e a d  o f  t h e  s e r u m  
s a m p l e . '
A l l  e x t i n c t i o n s  ( E ) ,  m e a s u r e d  a t  460 nm, a r e  r e a d  
a g a i n s t  a  b l a n k  c o n t a i n i n g  b u f f e r  ( i )  i n s t e a d  o f  
s a m p l e o
C a l c u l a t i o n  o f  A c t i v i t y
The  OCT a c t i v i t y  w as  c a l c u l a t e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c i t r u l l i n e  ( n m o l e s ) l i b e r a t e d  p e r  
m i n u t e  a t  t h e  c o n d i t i o n s  s t a t e d  ( 3 7 ° C ,  15 m i n u t e s  
i n c u b a t i o n ,  s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  c i t r u l l i n e ,  5 0 0 n m o l / m l ) . 
The f o l l o w i n g  r e l a t i o n s h i p  w as  u s e d :
A c t i v i t y  ( I U / 1 )  = ^  E x  5 0 0
15 x  E , , ,s t a n d a r d
: ' A e  •"
-—     x  3 3 . 5
■ ^ s t a n d a r d
The c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h e  m e t h o d  i s  5% 
( C e r i o t t i ,  1 9 7 4 ) .
S o r b i t o l  D e h y d r o g e n a s e  (E .C .- l  . 1 . 1 . 1 4 )
P r i n c i p l e
^ SDH
D-SORBITOL + NAD D-FRUCTOSE + NADH + H
S o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  c a n  b e  m e a s u r e d  i n  
e i t h e r  d i r e c t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  a b o v e .  F o r  m e a s u r e m e n t s  
i n  s e r u m  t h e  u s e  o f  D ( - )  f r u c t o s e  h a s  b e e n  p r e f e r e d .
The d e c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  a s  t h e  NADH i s  o x i d i s e d  
t o  NAD i s  f o l l o w e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y , t h i s  b e i n g  
a  m e a s u r e  o f : SDH a c t i v i t y .
M e th o d
T r i e t h a n o l a m i n e  b u f f e r  ( 1 .0 7 M ,  pH 7 . 4 ) ,  NADH s o l u t i o n  
( 0 , 4  mM). a n d  t h e  s e r u m  s a m p l e  ( 1 . 0 m l )  w e r e  i n c u b a t e d  
i n  a  q u a r t z  c u v e t t e  f o r  t h i r t y  m i n u t e s  a t  2 5°C  u n t i l  
e x t i n c t i o n  w as  c o n s t a n t .
D ( - ) - F r u c t o s e  s o l u t i o n  ( 0 .4 M )  w as  t h e n  a d d e d  t o  t h e  
c u v e t t e  a n d  t h e  c h a n g e  i n  e x t i n c t i o n  m e a s u r e d  p e r  m i n u t e  
f o r  f i v e  m i n u t e s  i n  a  P e r k i n  E l m e r  SP1800 s p e c t r o p h o t o ­
m e t e r  a t  340 nm.
The  enzym e  a c t i v i t y  w as  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
c a l c u l a t i o n  f o r m u l a :
A c t i v i t y  ( I U / 1 )  = 482 x  A E / m i n
( B e r g m e y e r ,  1 9 7 4 )
The c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  f o r  t h i s  m e t h o d  i s  1 .14%  
( G e r l a c h  a n d  H i b y ,  1 9 5 9 ;  B e r g m e y e r , 1 9 7 4 )  . The l o n g  
p r e i n c u b a t i o n  b e f o r e  a d d i t i o n  o f  f r u c t o s e  i n  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  i s  t o  a l l o w  t h e  s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  
t o  c a t a l y s e  n u m e r o u s  o t h e r  r e a c t i o n s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
NAD o r  NADH ( i . e .  r i b i t o l  r i b u l o s e ,  x y l i t o l  x y l u l o s e ,  
e t c . )  O n ly  a f t e r  s u f f i c i e n t l y  l o n g  p r e i n c u b a t i o n  a n d  
s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  e x t i n c t i o n  i s  SDH a c t i v i t y  m e a s u r e d  
s p e c i f i c a l l y  a f t e r  t h e  s t a r t  o f  t h e  r e a c t i o n  w i t h  
f r u c t o s e .
A l k a l i  ne  Ph  o s  p h  a t  a s  e ( ALP, E . C . 3 . 1 . 3 . 1 . )
P r i n c i p l e  :
The d e t e r m i n a t i o n  o f  p h o s p h a t a s e  by  c o n t i n u o u s  
m e a s u r e m e n t s  h a s  t h e  a d v a n t a g e  t h a t  o n l y  o n e  
p i p e t t i n g  i s  n e c e s s a r y  a n d  t h e  m e a s u r e m e n t s  c a n  b e  
c a r r i e d  o u t  r a p i d l y .  ( W a l t e r  a n d  S c h u t t ,  1 9 7 4 ) .
p - N i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  i s  commonly  u s e d  a s  s u b s t r a t e  ^ 
i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  
p - N i t r o p h e n o l  i s  l i b e r a t e d  f r o m  t h e  s u b s t r a t e  p r o ­
p o r t i o n a l  t o  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e .
D i e t h a n o l a m i n e  ( 0 .99M) a n d  n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  ( 1 4 . 85mM)
s e r u m  s a m p l e  ( 0 . 0 2 m l )  was  t h e n  a d d e d  t o  t h e  c u v e t t e  a n d  
t h e  r a t e  o f  c h a n g e  o f  e x t i n c t i o n  m e a s u r e d  a t  405nm i n  
a  P e r k i n  E l m e r  SP1800  s p e c t r o p h o t o m e t e r .
-O -P O  sH2 + H20
p - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e
OH + H oP0  . 3 4
p - n i t r o p h e n o l
M e th o d
w e r e  m i x e d  a n d  a d d e d  t o  a  q u a r t z  c u v e t t e  a t  2 5 ° C .  The
C a l c u l a t i o n
The c h a n g e  i n  e x t i n c t i o n  p e r  m i n u t e  w as  d e t e r m i n e d .  
The c a l c u l a t i o n  f o r m u l a  b e l o w  w as  t h e n  a p p l i e d  t o  
f i n d  t h e  v o lu m e  a c t i v i t y  i n  I n t e r n a t i o n a l  U n i t s  p e r  
l i t r e  a t  2 5 °C .
A c t i v i t y  ( I U / 1 ) =  5460  x  A E / m i n .
The  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  r e p o r t e d  b y  W a l t e r  was  
3 .9 % .
I n v e s t i g a t i o n  o f  S e ru m  Enzyme A c t i v i t i e s  o f  R a t s '  T r e a t e d
w i t h  C a r b o n  T e t r a c h l o r i d e  '
M e th o d
Tw en ty  m a l e  W i s t a r  a l b i n o  r a t s  ( 2 0 0  -  2 5 0 g )  b r e d  b y  t h e  
U n i v e r s i t y  o f  S u r r e y  A n im a l  U n i t  w e r e  r a n d o m i s e d  i n t o  tw o  
e q u a l  g r o u p s . A n i m a l s  w e r e  a l l o w e d  f o o d  a n d  w a t e r  a d  
l i b i t u m  a n d  m a i n t a i n e d  i n  c o n d i t i o n s  u s u a l  f o r  t h e  U n i v e r s i t y  
A n im a l  U n i t .  -
A f t e r  a  p e r i o d  o f  ’’s e t t l i n g  i n ” G roup  1 ,  t h e  c o n t r o l  
a n i m a l s ,  w e r e  d o s e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  c o r n  o i l  a n d  
G roup  2 ,  t h e  t e s t  g r o u p ,  w e r e  d o s e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  c o r n  o i l  (50% v / v )  a t  a  d o s e  o f  0 . 4 g / k g  
b o d y  w e i g h t .
E i g h t e e n  h o u r s  a f t e r  d o s i n g  t h e  r a t s  w e r e  b l e d  b y  c a r d i a c  
p u n c t u r e  a n d  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n .  B l o o d  w as  
a l l o w e d  t o  c l o t  f o r  t w e n t y  m i n u t e s  a t  room  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  
s e r u m  was  c o l l e c t e d .  L i v e r s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  a n i m a l s  a n d  
w a s h e d  b e f o r e  p r e s e r v a t i o n  i n  f o r m y 1- s a l i n e  s o l u t i o n  ( 1 0 %) f o r  
h i s t o l o g y .
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  a l a m i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  5 -  
n u c l e o t i d a s e ,  s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
g a m m a g lu t a m y l  t r a n s f e r a s e  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  
w e r e  d e t e r m i n e d  i n  s e r u m  by  t h e  m e t h o d s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .
L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  w as  d e t e r m i n e d  by  t h e  m e t h o d  o f  
B e r g m e y e r  a n d  B e r n t  ( 1 9 7 4 ) .  P r e s e r v e d  l i v e r s  w e r e  s e c t i o n e d  
a n d  s t a i n e d ,  w i t h  h a e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n .  H i s t o l o g y  w as  d o n e  
t o  c o n f i r m  h e p a t o c e l l u l a r  damage  was  p r e s e n t ,  ( s e e  A p p e n d i x ) .
The a c t i v i t i e s  o f  s e v e r a l  e n z y m e s  f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n
o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  sh o w s  t h e  g r e a t e s t  e l e v a t i o n  a b o v e  
c o n t r o l  v a l u e s  ( t a b l e  2 . 4 ) .  A n o t h e r  enzym e  l o c a t e d  i n  t h e  
c y t o s o l ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  a l s o  s h o w s  s i g n i f i c a n t  
e l e v a t i o n  i n  en zy m e  a c t i v i t y .  S ^ - N u c l e o t i d a s e , l o c a t e d  i n  
t h e  n u c l e a r  m em b ran e  o f  t h e  c e l l ,  a n d  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  
t r a n s f e r a s e ,  t h e  u r e a  c y c l e  e n z y m e ,  b o t h  s h o w e d  e l e v a t e d  
a c t i v i t y  f o l l o w i n g  i n j u r y  t o  t h e  l i v e r .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  
g a m m a g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  a n d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  s h o w e d  
o n l y  s m a l l  e l e v a t i o n s  i n  s e r u m  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  a n  a c u t e  
d o s e  o f  h e p a t o t o x i n .  I t  i s  known t h a t  t h e s e  e n z y m e s  a r e  b e t t e r  
i n d i c a t o r s  o f  h e p a t i c  dam age  i n  a  m o re  c h r o n i c  s i t u a t i o n .
The r e l a t i v e  m e r i t s  o f  e a c h  enzym e  a s  an  i n d e x  o f  a c u t e  
damage  c a n  b e  c o n s i d e r e d  i n  v i e w  o f  t h e s e  r e s u l t s  b u t  
c o n s i d e r a t i o n  s h o u l d  a l s o  b e  g i v e n  t o  t h e  m e t h o d s  o f  t h e i r  
d e t e r m i n a t i o n .
1
5 - N u c l e o t i d a s e  a n d  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  h a v e  c o m p l e x  
m e t h o d s  o f  d e t e r m i n a t i o n  w i t h  a  f i n a l  s t a g e  i n v o l v i n g  c o l o r i m e t r y . 
Lo n g  t e d i o u s  m e t h o d s  p r e v e n t  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s  b e i n g  
d e t e r m i n e d  q u i c k l y  a n d  t h e s e  m e t h o d s  a l s o  u s e  l a r g e . q u a n t i t i e s  
o f  s e r u m .
D e s p i t e  t h i s  f a c t  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e ,  a  
m i t o c h o n d r i a l  e n zy m e , ,  s h o w e d  s e n s i t i v e  e l e v a t i o n  i n  a c t i v i t y  
f o l l o w i n g  h e p a t i c  a b u s e  a n d  i s  w o r t h y  o f  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n . .  
S o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  i s  d e t e r m i n e d  b y  a  m e t h o d  i n v o l v i n g  
f r u c t o s e ,  f o r m i n g  a  v i s c o u s  s o l u t i o n  a n d  h e n c e  c r e a t i n g
T a b l e  2 . 4
Enzyme a c t i v i t y  i n  r a t  s e r u m  f o l l o w i n g  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e
ENZYME
ACTIVITY ( I U / l )
Means -  S t a n d a r d  D e v i a t i o n
I s o c i t r a t e  D e h y d r o g e n a s e
A l a n i n e  A m i n o t r a n s f e r a s e
5 " ^ - N u c l e o t i d a s e
S o r b i t o l  D e h y d r o g e n a s e
G am m a-G lu tam yl  
t r a n s p e p t i d a s e
O r n i t h i n e  C a r b a m y l  
t r a n s f e r a s e
L a c t a t e  D e h y d r o g e n a s e
A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e
GROUP 1
( c o n t r o l )
5 . 2  - 2.1
2 2 . 4  -  6 . 3
< 1 . 0  
<1 . 0
1 8 . 4  - 1 . 7
4 . 8  -  3 . 5
1 7 8 2 . 0  -  3 2 2 . 0
5 8 . 4  ± 7 . 2
GROUP 2
( t r e a t e d )
6 5 . 2 + 1 8 . 9 **
6 3 . 4
+ 2 6 . 9 **
8 . 2
+
1 . 6 **
1 . 2
+ 0 . 7
3 1 . 2 + 7 . 4 **
4 4 . 3 + 4 . 2
159.0 + 3 9 5 . 0 *
6 8 . 6
+ 9 . 3 +
** p <  0 . 0 0 1
* p  < 0 .5
+ p  < 0 . 0 2
p r o b l e m s  i n  s p e c t r o p h o t o m e t r y  d u e  t o  d e n s i t y  e f f e c t s .  T h i s  
p l u s  t h e  f a c t  t h a t  no  r e a l  e l e v a t i o n  i n  s e r u m  a c t i v i t y  o c c u r r e d  
a f t e r  c a r b o n  t i e t r a c h l o r i d e  t r e a t m e n t ,  l e a d s  s o r b i t o l  
d e h y d r o g e n a s e  t o  b e  o m i t t e d  f r o m  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .
F rom  t h e  e n z y m e s  s t u d i e d ,  t h e r e f o r e ,  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  
a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  
w e r e  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e i r  a c t i v i t i e s  i n  
a c u t e  h e p a t o t o x i c i t y .
Enzyme a c t i v i t y  a t  v a r i o u s  t i m e s  f o l l o w i n g  d o s a g e  w i t h
h e p a t o t o x i n
M ale  W i s t a r  a l b i n o  r a t s  ( 1 0 3 )  w i t h  w e i g h t s  i n  t h e  r a n g e  
150 t o  2 5 0 g  w e r e  r a n d o m i s e d  i n t o  t h e  f o l l o w i n g  g r o u p s :
a )  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e
F i f t e e n  a n i m a l s  ( c o n t r o l s )  w e r e  d o s e d  w i t h  a  
s o l u t i o n  o f  c o r n  o i l .  T w e n t y - e i g h t  e x p e r i m e n t a l  
a n i m a l s  w e r e  d o s e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e ;  1 . 5 g / k g  i n  c o r n  o i l  (50% v / v ) .
F o u r  r a t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p  w e r e  k i l l e d  b y  
c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  f o l l o w i n g  c a r d i a c  p u n c t u r e  t o  
o b t a i n  b l o o d  f o r  t h e  c o l l e c t i o n  o f  s e r u m ,  a t  1 . 0 ,
2 . 0 ,  4 . 0 ,  8 . 0 ,  1 8 . 0 ,  2 4 . 0  a n d  3 6 . 0  h o u r s  p o s t  d o s e .
b )  B r o m o b e n z e n e
T w en ty  a n i m a l s  ( c o n t r o l s )  w e r e  d o s e d  w i t h  p e a n u t  o i l  
i n t r a p e r i t o n e a l l y  a n d  t w e n t y  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  
w e r e  d o s e d  w i t h  b r o m o b e n z e n e ,  1 . 0  g / k g  b o d y  w e i g h t  
(50% v / v  i n  p e a n u t  o i l ) ,  b y  t h e  sam e  r o u t e .
F o u r  a n i m a l s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p  w e r e  b l e d  b y  
c a r d i a c  p u n c t u r e  a n d  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n
1 . 0 ,  4 . 0 ,  8 . 0 ,  2 4 . 0  a n d  4 8 . 0  h o u r s  a f t e r  d o s i n g .
c)  P a r a c e t a m o l
T w e lv e  r a t s  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  w e r e  d o s e d  o r a l l y  w i t h  
a  s o l u t i o n  o f  gum t r a g a c a n t h  ( l % w / v ) .  E x p e r i m e n t a l *  
a n i m a l s  ( 1 2 ) w e r e  d o s e d  o r a l l y  w i t h  a  s u s p e n s i o n  o f  
p a r a c e t a m o l  ( 2 0 % w / v )  i n  t r a g a c a n t h  ( 1%),  2 g / k g  b o d y  
w e i g h t .
Two e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  w e r e  b l e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e  
I .Q . ,  4 . 0 ,  8 . 0 ,  1 5 . 0 ,  2 4 . 0  a n d  4 8 . 0  h o u r s  a f t e r  d o s i n g .
C o n t r o l  a n i m a l s  w e r e  b l e d  a n d  k i l l e d  a t  t h e  s am e  t i m e  a s  t h e  
e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .
A l l  a n i m a l s  w e r e  a l l o w e d  f o o d  a n d  w a t e r  a d  l i b i t u m  t h r o u g h o u t  
t h e  e x p e r i m e n t .
A f t e r  k i l l i n g  t h e  l i v e r  o f  e a c h  a n i m a l  w as  r e m o v e d ,  w a s h e d  
i n  s o d i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  ( 0 . 1 M )  a n d  p r e s e r v e d  i n  f o r m y l  — 
s a l i n e  s o l u t i o n  (10%) f o r  h i s t o l o g y .  S e ru m  w as  p r e p a r e d  f r o m  
c l o t t e d  b l o o d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .
A l l  e n z y m e s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  e a r l i e r  
i n  t h i s  c h a p t e r .
R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n
The r e s u l t s - o f  t h e  e x p e r i m e n t  a r e  sh o w n  i n  t h e  f o l l o w i n g  
t a b l e s .
Enzyme a c t i v i t y  a t  v a r i o u s  t i m e s  f o l l o w i n g  ' a d m i n i s t r a t i o n
o f  h e p a t o t o x i n
The r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  shown i n  t a b l e s  2 . 5 ,  2 . 6  
a n d  2 . 7 .
a )  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e
S i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  o r n i t h i n e  . 
c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  o c c u r r e d  a f t e r  o n l y  o n e  h o u r  
f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .
The r a p i d  a b s o r p t i o n  f o l l o w i n g  i n t r a p e r i t o n e a l  
i n j e c t i o n  o f  h e p a t o t o x i n  i n  c o r n  o i l  g i v e s  r i s e  t o  
h i g h  b l o o d  l e v e l s  s o o n  a f t e r  d o s i n g  a n d  t h e  r a p i d  
e f f e c t  on  t h e  l i v e r  i s  shown b y  t h e s e  h i g h  enzym e  
a c t i v i t i e s .
F o l l o w i n g  t h e  h i g h  i n i t i a l  a c t i v i t i e s  a  f u r t h e r  
e l e v a t i o n  w as  s e e n  t o  o c c u r  a s  t h e  t i m e  a f t e r  d o s i n g  
i n c r e a s e d  u n t i l  p e a k  a c t i v i t i e s  o f  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a n d  a l a n i n e  a m in o  t r a n s f e r a s e  w e r e  
o b s e r v e d ,  24 h o u r s  a f t e r  d o s i n g .  A ‘p e a k  i n  t h e  
a c t i v i t y  o f  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  was  o b s e r v e d  
4 h o u r s  a f t e r  d o s i n g  b u t  t h i s  w as  a c c o m p a n i e d  b y  a  
h i g h  s t a n d a r d  d e v i a t i o n .
O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w as  g r e a t l y  
i n c r e a s e d  o n e  h o u r  a f t e r  d o s i n g  b u t  a  s t e a d y  f a l l  i n  
s e r u m  a c t i v i t y  o c c u r r e d  f o l l o w i n g  t h i s  t i m e .  The  
a c t i v i t y  i n  s e r u m  a f t e r  t h i r t y  s i x  h o u r s  h o w e v e r  
was  s t i l l  e l e v a t e d  by  s e v e n  t i m e s  t h e  mean c o n t r o l  
v v a l u e .  I t  a p p e a r s  t h a t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d
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a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a r e  r a p i d l y  r e l e a s e d  i n t o  
t h e  b l o o d  s t r e a m  f o l l o w i n g  a b u s e  t o  t h e  l i v e r  by  t h e  
h e p a t o t o x i n ,  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  The l o c a t i o n  o f  
t h e s e  e n z y m e s  i n  t h e  c y t o s o l  a l l o w s  r a p i d  l e a k a g e  
t h r o u g h  t h e  d a m ag e d  c e l l  m e m b ra n e .
The m i t o c h o n d r i a l  enzyme o r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  
s e e m s  t o  b e  r e l e a s e d  r a p i d l y  by  t h e  d am ag ed  m i t o c h o n d r i a l  
m em brane  b u t  a t  a  m o re  c o n t r o l l e d  r a t e ,  g i v i n g  r i s e  t o  
s e r u m  l e v e l s  o f  enzym e  t h a t  a r e  e l e v a t e d ,  b u t  s t e a d i l y  
f a l l i n g  a s  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m em b ran e  r e s t a b ! l i z e s .
B r o m o b e n z e n e
I n  t h e  a n i m a l s  d o s e d  w i t h  b r o m o b e n z e n e  .a s i m i l a r  p i c t u r e  
w as  s e e n .  I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  a l a n i n e  a m i n o ­
t r a n s f e r a s e  s h o w e d  r a p i d  e l e v a t i o n  i n  s e r u m  a c t i v i t y  
f o l l o w i n g  d o s a g e  a n d  h i g h  a c t i v i t i e s  a f t e r  o n e  h o u r  
i n c r e a s e d  t o  a  maximum t w e n t y  f o u r  h o u r s  a f t e r  d o s i n g .  
O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  i n  s e r u m  w as  
a l s o  i n c r e a s e d  o n e  h o u r  f o l l o w i n g  d o s e  a n d  a  maximum 
a c t i v i t y  w as  o b s e r v e d  f o u r  h o u r s  p o s t  d o s e  b e f o r e  a  
s t e a d y  f a l l  i n  a c t i v i t y  w i t h  t i m e .
A f t e r  48  h o u r s ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  s h o w e d  a n  
e l e v a t i o n  o f  o n l y  1 . 5  t i m e s  t h e  m ean  a c t i v i t y  o f  t h e  
c o n t r o l s  w h e r e a s  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  o r n i t h i n e  
c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  w e r e  m o re  t h a n  4 t i m e s  g r e a t e r  
t h a n  t h e  mean c o n t r o l  a c t i v i t y .
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A f t e r  f o u r  h o u r s  t h e  a c t i v i t i e s  o f  ICD a n d  ALT w e r e  
s e e n  t o  b e  l e s s  t h a n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  e n z y m e s  
a f t e r  o n e  h o u r  and  a t  e i g h t  h o u r s  p o s t  d o s e .  As 
b r o m o b e n z e n e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s e r u m  i s  i n i t i a l l y  
h i g h ,  dam age  w i l l  b e  d o n e  t o  t h e  l i v e r .  The m em brane  
c o u l d  t h e n  r e s t a b i l i z e  a s  t h e  b r o m o b e n z e n e  m e t a b o l i t e  
b e c o m e s  c o n j u g a t e d  t o  g l u t a t h i o n e .  T h i s  g i v e s  r i s e  
t o  l o w e r  a c t i v i t i e s  o f  e n z y m e s  t h a t  h a v e  l e a k e d  f r o m  
d a m ag e d  c e l l s  i n t o  t h e  b l o o d .  As t h e  g l u t a t h i o n e  l e v e l s  
b e co m e  d e p l e t e d  t h e  b r o m o b e n z e n e  m e t a b o l i t e  c a u s e s  f u r t h e r  
damage  a n d  f u r t h e r  enzym e  l e a k a g e  g i v i n g  r i s e  t o  i n c r e a s i n  
s e r u m  enzym e  a c t i v i t i e s .
P a r a c e t a m o l
By v a r y i n g  t h e  r o u t e  o f  a d m i n i s t r a t i o n  t o  o r a l  d o s i n g  
a  d e l a y  o f  t h e  i n c r e a s e  i n  enzym e  a c t i v i t y  w as  o b s e r v e d  
f o l l o w i n g  d o s a g e  w i t h  p a r a c e t a m o l .
A d r u g  g i v e n  o r a l l y  t a k e s  l o n g e r  t o  r e a c h  h i g h  b l o o d  
l e v e l s  t h a n  o n e  a d m i n i s t e r e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y .  T h e r e ­
f o r e  i t  w as  no  s u r p r i s e  t h a t  no  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  
t h e  a c t i v i t y  o f  i s o c i t r a t e  . d e h y d r o g e n a s e  was  o b s e r v e d  
u n t i l  f o u r  h o u r s  f o l l o w i n g  d o s a g e .  I t  was  a t  t h i s  t i m e  
t h a t  e l e v a t e d  s e r u m  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  
w as  a l s o  o b s e r v e d .  O r n i t h i n e ;  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  
a c t i v i t y  on  t h e  o t h e r  h a n d  s h o w e d  no r e a l  i n c r e a s e  
u n t i l  15 h o u r s  a f t e r  t h e  d o s e  w hen  t h e  dam age  t o  t h e  
l i v e r  w as  a t  a  maximum a s  sh o w n  h i s t o l o g i c a l l y .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  ICD a n d  ALT a r e  m o re  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r s  
o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage  t h a n  OCT.
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A f t e r  t w e n t y  f o u r  h o u r s  t h e  maximum enzym e  a c t i v i t y  
w as  o b s e r v e d .  The  v a l u e s  o f  ICD a n d  ALT w e r e  f a r  
g r e a t e r  t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  f o l l o w i n g  d o s a g e  w i t h  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a n d  b r o m o b e n z e n e .  The  h i s t o l o g y  
o f  r a t  l i v e r s  t r e a t e d  w i t h  p a r a c e t a m o l  s h o w e d  h a e m o r r h a g e  
a r o u n d  t h e  p o r t a l  t r a c t s .  T h i s  h a e m o r r h a g e  may h a v e  
g i v e n  r i s e  t o  h i g h  a c t i v i t i e s  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ;  
f r o m  t h e  r e d  b l o o d  c o r p u s c l e s  p l u s  t h e  enzym e  l e a k i n g  f r o m  
d a m ag ed  c e l l s .
H i s t o l o g y
P h o t o g r a p h s  t a k e n  f r o m  s e c t i o n s  s t a i n e d  w i t h  h a e m a t o x y l i n  and ;
e o s i n  a r e  shown i n  F i g u r e s  2 . 1  t o  2 . 4  .
F i g u r e  2 . 1
H & E s e c t i o n  o f  n o r m a l  r a t  l i v e r  ( x  100)
F i g u r e  2 . 2
H & E s e c t i o n  ( x  40) f rom  t h e  l i v e r  o f  a r a t  d o s e d  w i t h  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e ,  ( 1 . 5 g / k g )  k i l l e d  24 h o u r s  a f t e r  d o s i n g .  Low 
g r a d e  h e p a t o c e l l u l a r  d e g e n e r a t i o n  can  be  s e e n  w i t h  v a c u o l a t i o n  
p e r i p h e r a l  t o  t h e  l e s i o n  s u g g e s t i v e  o f  f a t t y  ch an g e  ( c o n f i r m e d  
by a p o s i t i v e  O i l  Red 0 r e a c t i o n ) .
F i g u r e  2 . 3
H & E s e c t i o n  ( x  40)  f rom  t h e  l i v e r  o f  a  r a t  d o s e d  w i t h  b rom o­
b e n z e n e  ( l g / k g )  and k i l l e d  48 h o u r s  a f t e r  d o s i n g .  M a s s iv e  d i f f u s e  
h e p a t o c e l l u l a r  d e g e n e r a t i o n  and n e c r o s i s  w i t h  a few l o c a l i s e d  a r e a s  
o f  h y d r o p i c  c h an g e  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  l e s i o n  can  be  s e e n  w i t h  
n e c r o s i s  o f  b i l e  d u c t s  and  c o m p l e t e  d e s t r u c t i o n  o f  h e p a t o c y t e s  i n
t h e  a r e a s  s u r r o u n d i n g  t h e  p o r t a l  v e i n s
; ...
••
r», r
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F i g u r e  2 . 4
H & E s e c t i o n  ( x  40) f ro m  t h e  l i v e r  o f  a r a t  d o s e d  w i t h  p a r a c e t a m o l  
( 2 g / k g )  and k i l l e d  24 h o u r s  a f t e r  d o s i n g .  M a s s i v e  and  c o n f l u e n t  
a r e a s  o f  n e c r o s i s  can  be s e e n .  The h e p a t o c e l l u l a r  d e g e n e r a t i o n  i s  
m a i n l y  b u t  n o t  e x c l u s i v e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e n t r a l  v e i n s .  
H e p a t o c y t e s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  p o r t a l  t r a c t s  a r e  u n a f f e c t e d .
CHAPTER THREE
• CHAPTER THREE
G l y c y 1 - P r o l y l - p - N i t r o a n i l i d a s e  a s  an 
I n d i c a t o r  o f  H e p a t o c e l l u l a r  Damage
I n t r o d u c t i o n
I n  1 9 6 6 ,  an  a m i n o p e p t i d a s e  en zy m e  w h i c h  c l e a v e d  
N - t e r m i n a l - X - p r o l i n e  f r o m  p e p t i d e s  was  d i s c o v e r e d  
( H o p s u - H a v u  a n d  G l e n n e r ,  1 9 6 6 ) .  By u s i n g  a  n e w ly  
s y n t h e s i s e d  c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e , g l y c y l - p r o l y l - ft  -  
n a p t h y l a m i d e , a c t i v i t y  w as  f o u n d  i n  p o r c i n e  l i v e r  a n d  
k i d n e y  ( H o p s u - H a v u ,  e t  a l ,  1 9 6 8 )  a n d  i n  t h e  s e r a  a n d  
t i s s u e s  o f  v a r i o u s  a n i m a l s  a n d  Man,  ( N a g a t s u  e t  a l ,
1968 ( a ) ;  N a g a t s u  e t  a l , 1968  ( b )  ) .  The s e r u m  enzym e  
i s  t h o u g h t  t o  b e  d e r i v e d  f r o m  l i v e r  ( H i n o  e t  a l ,  1976 a ) .
The enzyme h a s  a l s o  b e e n  sh o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  
human s a l i v a ,  ( N a g a t s u  e t  a l ,  1 9 6 8 )  a n d  s a l i v a r y  g l a n d s  
(O y a  e t  a l ,  1 9 7 2 ,  1 9 7 4 ) .
B e c a u s e  t h e  s u b s t r a t e  u s e d  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
t h e  e n z y m e ,  a  n a p t h y l a m i d e ,  p r o d u c e d y ^ - n a p t h y l a m i n e ,  a  
p o t e n t  c a r c i n o g e n ,  o t h e r  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  enzym e  w e r e -  
t r i e d  ( N a g a t s u  e t  a l ,  1 9 7 6 ) .  G l y c y l - p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d e  
was  f o u n d  t o  b e  t h e  b e s t  s u b s t r a t e  c o m p a r e d  t o  o t h e r  
p - n i t r o a n i l i d e s  ( H i n o  e t  a l ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  s u b s t r a t e  w as  
c o n s i d e r e d  s a f e  a n d  e f f i c i e n t  f o r  r o u t i n e  u s e .
T h i s  a n d  t h e  o t h e r  c h r o m o g e n i c  s u b s t r a t e s  w e r e  
u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r a t e  o f  h y d r o l y s i s  b y  t h e  
enzym e  a n d  t o  e x a m i n e  Optimum pH a n d  Km v a l u e s  u s i n g  
h o m o g e n o u s  enzyme f r o m  human s u b m a x i l l a r y  g l a n d  a n d  
c r u d e  enzyme f r o m  human s e r u m .
The N - t e r m i n a l  a m in o  a c i d  o f  t h e s e  s u b s t r a t e s  was  
f o u n d  t o  a f f e c t  t h e  Vmax a n d  Km v a l u e s  ( N a g a t s u ,  1 9 7 6 ) .  
G l y c y l - p r o l y 1 - p - n i t r o a n i l i d e  w as  t h e  b e s t  s u b s t r a t e  a t  
t h e  o p t im u m  p H , 8 . 7 .  T h i s  s u b s t r a t e  f o r m s  c r y s t a l s  a s  
t o s y l a t e  w h i c h  a r e  f a i r l y  s t a b l e  i n  t h e  d a r k  an d  e a s i l y  
s o l u b i l i z e d  i n  w a t e r  c o n t a i n i n g  a  n o n  i o n i c  d e t e r g e n t ,  
t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n  b e i n g  s t a b l e  b e l o w  pH 8 . 0 .
The J a p a n e s e  w o r k e r s  s h o w e d  t h a t  s e r u m  g l y  c y l - p  r o l y  1 -  
p - n i t r o a n i l i d a s e  (GPN) was  a b n o r m a l l y  h i g h  i n  p a t i e n t s  
w i t h  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e s  a n d  w as  d e c r e a s e d  i n  p a t i e n t s  
w i t h  g a s t r i c  c a n c e r  ( H i n o  e t  a l ,  1 9 7 5 ) .
F o l l o w i n g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n t o x i c a t i o n  i n  r a t s ,  
t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme w as  show n  t o  b e  i n c r e a s e d  i n  
s e r u m  a n d  d e c r e a s e d  i n  l i v e r  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  enzym e  
i s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  l i v e r  i n  h e p a t i c  i n j u r y  ( H i n o  e t  a l ,  
1 9 7 6 ) .  •
More r e c e n t l y  t h e  a c t i v i t y  o f  GPN i n  s e r u m  f r o m  
p a t i e n t s  w i t h  h y p e r t e n s i o n  was  f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  t h a n  f r o m  n o r m o t e n s i v e  h e a l t h y . s u b j e c t s . ( F u y a m a d a ,  
H i n o  e t a l ,  1 9 7 7 ) .
A s t u d y  o f  t h e  enzym e  i n  p a t i e n t s  w i t h  h e p a t i c  c a n c e r  
( K o j i m a ,  1 9 7 9 )  s h o w e d  t h a t  s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  o f  
a c t i v i t y  o c c u r r e d  i n  t h e s e  p a t i e n t s  b u t  no  s i g n i f i c a n t  
e l e v a t i o n  o c c u r r e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  o t h e r  h e p a t o b i l i a r y  
d i s e a s e .
I n  v i e w  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  p a t i e n t s  w i t h  
h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  a n d  i n  c a s e s  o f  d r u g  t o x i c i t y  i t  w as  
d e c i d e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  u s e  o f  g l y c y 1 - p r o l y l - p -  
n i t r o a n i l i d a s e  a s  an  i n d i c a t o r  o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage  
a n d  l i v e r  d i s e a s e  m o re  t h o r o u g h l y  t h a n  t h e  J a p a n e s e  h a d  
d o n e .
M e th o d s  o f  D e t e r m i n a t i o n  i n  S e ru m
( a )  M a t e r i a l s
G l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d e  t o s y l a t e  w as  s y n t h e s i s e d  
i n  t h e  l a b o r a t o r i e s  o f  t h e  P r o t e i n  R e s e a r c h  F o u n d a t i o n , 
O s a k a ,  J a p a n .  The w h i t e  c r y s t a l l i n e  s o l i d  w as  
d i s s o l v e d  i n  1% a q .  T r i t r o n  x - 1 0 0  t o  g i v e  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  3mM, G l y c i n e  b u f f e r ,  pH 8 . 7 ,  0 .2 M ,  w a s .  
made a n d  i t s  pH a d j u s t e d  w i t h  IM NaOH. T h i s  b u f f e r  w as  
d i l u t e d  1 : 1 , ( v / v )  b e f o r e  use . .
( b )  M eth o d
G l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  
( 0 . 2m l )  a n d  d i l u t e d  g l y c i n e  b u f f e r  ( 0 . 2 m l )  w e r e  a d d e d  t o  
a  q u a r t z  c u v e t t e ,  v o lu m e  1 . 0 m l .  S m a l l  q u a n t i t i e s  o f  
s u b s t r a t e  w e r e  u s e d  du e  t o  i t s  d i f f i c u l t  a v a i l a b i l i t y  
a n d  h i g h  c o s t .  R e a g e n t s  a n d  c u v e t t e  w e r e  m a i n t a i n e d  
a t  2 5 °C .  S e ru m  ( 2 0 ^ 1 ) w as  a d d e d  t o  t h e  c u v e t t e  i n  
o r d e r  t o  s t a r t  t h e  r e a c t i o n  ( o u t l i n e d  i n  F i g u r e  3 . 1 )  
a n d  t h e  e x t i n c t i o n  c h a n g e  w as  m e a s u r e d  a g a i n s t  a  
r e a g e n t  b l a n k  f o r  t h r e e  m i n u t e s  a t  380 nm u s i n g  a  P e r k i n  
E l m e r ,  S P 1 8 0 0 ,  s p e c t r o p h o t o m e t e r  on  i t s  m o s t  s e n s i t i v e  
r a n g e .
A s t a n d a r d  c u r v e  w as  c o n s t r u c t e d  u s i n g  n i t r o a n i l i n e  
s o l u t i o n s  a n d  t h e  c h a n g e  i n  e x t i n c t i o n  c o n v e r t e d  t o  
c o n c e n t r a t i o n  ^Wmol) o f  n i t r o a n i l i n e  f o r m e d  p e r  m i n u t e  
p e r  l i t r e  o f  s e r u m .  ( I n t e r n a t i o n a l  U n i t s )
I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  S u b ' c e l l u l a r  l o c a t i o n  o f  g l y c y l p r o l y l  p -  
n 1 1 r  o an  i  1 i  d a s  e
When c h o p p e d  l i v e r  i s  h o m o g e n i s e d  a n d  t h e  c e l l  m em b ran e  i s  
r u p t u r e d ,  t h e  c e l l  s a p  d i s p e r s e s  t o  b e co m e  a  s i m p l e  s o l u t i o n  
a n d  l o s e s  s t r u c t u r e .  S e c o n d l y  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  
t o  a  c o n s i d e r a b l e  e x t e n t  t h e  c e l l  m em b ran e  a n d  t h e  m e m b ra n e s  
o f  t h e  g o l g i  a p p a r a t u s  f r a g m e n t  t o  f o r m  m i c r o s o m e s .  T h i r d l y ,  
i f  t h e  h o m o g e n i s a t i o n  p r o c e d u r e  h a s  b e e n  g e n t l e ,  t h e  n u c l e i ,  
m i t o c h o n d r i a  a n d  l y s o s o m e s  a r e  r e l e a s e d  i n t a c t .
H2NCH2 00
A. / ,!\ 00 .  NH no2 G ly c y lp r o ly l - p -n i t r o a n i l i d e
Enzyme
HoN-CHoCO 
I/Mv HoNCOOH
O v :
G ly c y lp ro l in e
' N02
p  N i t r o a n i l i d e
< W  380  “ »>
B. H,N
HKK2CH2NH2
(W548®)
NHCH2CH2??H2
N( 1-naphthy 1) e thy lened iam ine
:F i g u r e  3 . 1  The  d i r e c t  p h o t o m e t r i c  a s s a y  o f  G l y c y l p r o l y l - p -  
n i t r o a n i l i d a s e  ( H i n o ,  1 9 7 6 )
By d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  p a r t i c l e s  c a n  b e  
s e p a r a t e d  i n t o  t h e  f i v e  f r a c t i o n s , - a s  b e l o w :  '
1 .  N u c l e a r  F r a c t i o n  '
2 .  M i t o c h o n d r i a l  F r a c t i o n
3.  L y s o s o m a l  F r a c t i o n
4 .  M i c r o s o m a l  F r a c t i o n  a n d
5 .  C e l l  S a p  o r  C y t o s o l .
T h e r e  i s ,  h o w e v e r ,  a l w a y s  an  o v e r l a p  o f  f r a c t i o n s  s u c h  t h a t  
t h e  c e l l  s a p  w i l l  c o n t a i n  r a i c r o s o m e s  a n d  t h e  m i t o c h o n d r i a  
w i l l  b e  c o n t a m i n a t e d  w i t h  n u c l e i  a n d  s o  o n .
F r a c t i o n s  a r e  i d e n t i f i e d  b y  m a r k e r  e n zy m e s  c h a r a c t e r i s t i c  t o  
t h e  f r a c t i o n  r e q u i r e d .  S u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  t h e  
mi t o  c h o n d r i  a l  m a r k e r .
G l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  a c t i v i t y  c a n  b e  d e t e r m i n e d  i n  
a  s a m p l e  o f  e a c h  f r a c t i o n s  t o  r o u g h l y  d e t e c t  t h e  l o c a t i o n  o f  
t h e  enzyme i n  t h e  r a t  l i v e r  c e l l .
M e th o d
N u c l e a r ,  M i t o c h o n d r i a l ,  L y s o s o m a l  a n d  M i c r o s o m a l  p e l l e t s  w e r e  
p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  B a n d h u i n  a n d  De D uve ,  ( 1 9 6 4 ) .
A c i d  p h o s p h a t a s e  was  d e t e r m i n e d  i n  o r d e r  t o  c h a r a c t e r i s e  
t h e  l y s o s o m e s ,  s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  t o  l o c a t e  t h e  m i t o ­
c h o n d r i a ,  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t a s e  t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  m i c r o s o m e s  
a n d  g l u c o s e  6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w as  d e t e r m i n e d  
t o  c o n f i r m  o n e  f r a c t i o n  was  t h e  c y t o s o l  ( B e r g m e y e r ,  H . U . ,  1 9 7 4 ) .
G ly c y  1 p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  w as  d e t e r m i n e d  i n  e a c h  f r a c t i o n  
b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  u s i n g  an  a l i q u o t  o f
r e s u s p e n d e d  f r a c t i o n  i n s t e a d  o f  s e r u m .
R e s u l t s
G l y c y 1 p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  was  f o u n d  t o  b e  l o c a t e d  
p r i m a r i l y  i n  t h e  c y t o s o l  b u t  some a c t i v i t y  w as  a l s o  d e t e c t e d  
i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .
C o n c l u s i o n s
T h i s  b r i e f  s t u d y  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  g l y c y 1 p r o l y l  p -  
n i t r o a n i l i d a s e  i n  r a t  l i v e r  c e l l s  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
enzym e  may b e  p r e s e n t  i n  c y t o s o l  a n d  m i t o c h o n d r i a .  The 
m a j o r i t y  o f  t h e  a c t i v i t y  w as  f o u n d  i n  t h e  c y t o s o l  a n d  o n l y  
a  s m a l l  a c t i v i t y  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .
I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  s e r u m  GPN i n  r a t s  t r e a t e d  
w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a n d  b r o m o b e n z e n e
F o r t y f i v e  ( 4 5 )  m a l e  W i s t a r  a l b i n o  r a t s  ( 1 8 0 - 2 0 0 g )  w e r e  
r a n d o m i s e d  i n t o  n i n e  g r o u p s ,  e a c h  o f  f i v e  r a t s .  A n i m a l s  
w e r e  a l l o w e d  f o o d  a n d  w a t e r  a d  l i b i t u m  a n d  m a i n t a i n e d  u n d e r  
s t a n d a r d  a n i m a l  h o u s e  c o n d i t i o n s .  C o n t r o l  a n i m a l s  w e r e  g i v e n  
a  s i n g l e  i n t r a p e r i t o n e a l  d o s e  o f  c o r n  o i l .  G r o u p s  2 - . 5  
w e r e  d o s e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  c o r n  o i l  (50% v / v )  
a s  f o l l o w s :
G ro u p  2 0 . 0 4  g / k g
G ro u p  3 0 . 0 8  g / k g
G ro u p  4 0 . 1 6  g / k g
G roup  5 0 . 4 0  g / k g
G ro u p s  6 - 9  w e r e  d o s e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  b r o m o b e n z e n e  
i n  c o r n  o i l  (50% v / v )  a s  f o l l o w s  r  , •
G ro u p  6 50 m g /k g
G roup  7 100 m g /k g
G ro u p  8  250  m g / k g
G ro u p  9 750 m g / k g
E i g h t e e n  h o u r s  f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  d o s e  t h e  a n i m a l s  
w e r e  a n a e s t h e t i s e d  i n  e t h e r  a n d  b l e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e . A f t e r  
b l e e d i n g ,  r a t s  w e r e  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  l i v e r s  
r e m o v e d  f o r  h i s t o l o g y .  T i s s u e  w as  p r e s e r v e d  i n  f o r m y 1 - s a l i n e  
s o l u t i o n  ( 1 0 % ) .  B l o o d  c o l l e c t e d  w as  a l l o w e d  t o  c l o t  a t  room 
t e m p e r a t u r e ,  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  t o  c o l l e c t  t h e  s e r u m .
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( I C D ) ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (A L T ) ,  
g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  (GGT) a n d  g l y c y I p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  
(GPN) e n z y m e s  w e r e  m e a s u r e d  i n  t h e  s e r u m .
R e s u l t s
The r e s u l t s  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n  a r e  sh o w n  i n  t a b l e s  3 . 1  a n d  3 . 2 .  
D i s c u s s i o n
I t  was  s e e n  t h a t  a  s i g n i f i c a n t  d o s e  r e l a t e d  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  
o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  o c c u r r e d  
i n  r a t s  d o s e d  w i t h  b o t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a n d  b r o m o b e n z e n e .
T h i s  c o n f i r m e d  t h e  r e s u l t s  o f  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .
G l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e  o n  t h e  o t h e r  h a n d  d i d  n o t  show  t h i s  
i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  t o  t h e  sam e e x t e n t  a n d  o n l y  a  s l i g h t  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  w as  s e e n  f o l l o w i n g  b r o m o b e n z e n e  i n t o x i c a t i o n .  
T h i s  enzym e  a p p e a r e d  t o  m i r r o r  g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  sh o w n  
t o  b e  a  g b o d  i n d i c a t o r  o f  c h r o n i c  l i v e r  d a m ag e .
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I t  may b e  s u g g e s t e d  t h e r e f o r e  t h a t  g l y c y l p r o l y l - p -  
n i t r o a n i l i d a s e  d i d  n o t  i n d i c a t e  a c u t e  c h a n g e s  o f  n e c r o s i s  
w i t h i n  t h e  l i v e r  a s  w e l l  a s  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  T h i s  
f i n d i n g  c o n f l i c t s  w i t h  t h o s e  o f  H i n o ,  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  w h o se  
g r o u p  f o u n d  e l e v a t i o n  o f  t h e  s e r u m  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e 
f o l l o w i n g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a d m i n i s t r a t i o n .
I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  GPN a c t i v i t y  i n  s e r u m  i n c r e a s e s  
i n  d i s e a s e s  a n d  dam age  o f  c o l l a g e n  a n d  i t s  m e t a b o l i s m  i n  
l i v e r .  C i r r h o s i s  a n d  h y p e r t e n s i o n  a r e  tw o  c a u s e s  o f  i m p a i r e d  
c o l l a g e n  m e t a b o l i s m  b o t h  o f  w h i c h  g i v e  r i s e  t o  h i g h  s e r u m  
GPN a c t i v i t i e s ,  ( H i n o ,  1 9 7 6 ) .
The i n v e s t i g a t i o n  o f  GPN a n d  o t h e r  s e r u m  e n z y m e s  f o l l o w i n g  
c h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  cadmium c h l o r i d e  t o  t h e  r a t
I n t r o d u c t i o n
Cadmium i s  a  m e t a l  r e s e m b l i n g  z i n c .  I t  o c c u r s  a s  an  e c o t o x i n  
. e s p e c i a l l y  a r o u n d  z i n c  p r o c e s s i n g  p l a n t s  o f  t h e  B r i s t o l  C h a n n e l  
The t o x i c i t y  o f  cadmium i s  b e i n g  c l o s e l y  i n v e s t i g a t e d .  I n  
b i o l o g i c a l  s y s t e m s  cadmium may r e p l a c e  z i n c  a n d  t h u s  c a u s e  
t o x i c i t y ,  t h e  e x a c t  m e c h a n i s m  i s  s t i l l ,  h o w e v e r ,  l a r g e l y ,  
unknow n;  The l i v e r  i s  s e v e r e l y  a f f e c t e d  i n  cadmium t o x i c i t y  
b u t  t h e  k i d n e y  i s  t h e  m a j o r  t a r g e t  o r g a n .
M e th o d  ......
E i g h t  ( 8 ) m a l e  W i s t a r  a l b i n o  r a t s  ( 1 5 0  -  200 g )  w e r e  r a n d o m i s e d  
i n t o  tw o  g r o u p s ,  e a c h  o f  f o u r  r a t s .  A n i m a l s  i n  t h e  c o n t r o l  
g r o u p  w e r e  d o s e d  s u b c u t a n e o u s l y  w i t h  s a l i n e ,  e a c h  d a y  f o r  40 
d a y s .  The f o u r  r a t s  i n  t h e  t e s t  g r o u p  w e r e  d o s e d  i n  a  s i m i l a r  
way w i t h  cadmium c h l o r i d e  s o l u t i o n  1 . 5 m g / k g / d a y  f o r  40  d a y s .
B o t h  g r o u p s  w e r e  a l l o w e d  f o o d  a n d  w a t e r , ad  l i b i t u m ,  u n d e r  
s t a n d a r d  a n i m a l  h o u s e  c o n d i t i o n s ,  u.
At t h e  e n d  o f  t h e  40 day  p e r i o d ,  t h e  r a t s  o f  b o t h  g r o u p s  
w e r e  a n a e s t h e t i s e d  i n  e t h e r ,  b l e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e ,  k i l l e d ,  
l i v e r  p r e s e r v e d  i n  f o r m y l  s a l i n e  (10%) f o r  h i s t o l o g y . B l o o d  
w as  a l l o w e d  t o  c l o t  f o r  c o l l e c t i o n  o f  s e r u m .  A c t i v i t i e s  o f  
s e v e r a l  e n z y m e s  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  s e r u m .
R e s u l t s
The r e s u l t s  a r e  shown i n  t a b l e  3 . 3 .
I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  i n  t h i s  l o n g  t e r m  t r e a t m e n t  w i t h  cadm ium  
s a l t s  t o x i c  e f f e c t s  a r e  d e m o n s t r a t e d  b y  e l e v a t e d  enzym e  
a c t i v i t i e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  c h a n g e s  i n  l i v e r  h i s t o l o g y .
G a m m a - g lu t a m y l  t r a n s f e r a s e  ( w h i c h  may b e  o f  k i d n e y  o r i g i n ) ,  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  o r n i t h i n e  t r a n s c a r b a m y l a s e  a n d  
a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a l l  show s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n ,  b u t  
L e u c i n e  a m i n o p e p t i d a s e  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  show  
i n s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  a c t i v i t y .  G l y c y  1 p r o l y l  p -  
n i t r o a n i l i d a s e  w as  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  i n  t h e  s e r a  o f  
t h e  cadm ium  t r e a t e d  a n i m a l s .
H i s t o l o g y
D e s p i t e  p o o r l y  p r e p a r e d  h i s t o l o g y ,  h e p a t o c e l l u l a r  dam age  w i t h  
n e c r o s i s  was  c o n f i r m e d  i n  t e s t  a n i m a l s .
C o n c l u s i o n s
F rom  t h e  enzym e  a c t i v i t i e s  s t u d i e d  i t  w as  s e e n  t h a t  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  ( x  8 ) a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  ( x  2 ) o r n i t h i n e  
c a r b a m y 1 - t r a n s f e r a s e  ( x  0 . 5 )  a n d  J f - g l u t a m y l t r a n s p e p t i d a s e  ( x  0 .
GO*H
- P
G
rH
o
w
0ft
•H
PO
rH
X !o
dU
X5•P
•H
£
ft
0
0O
Q
0-pd
ft
<H
o
sG
p
0w
0
X3-p
G
•H
0
0s
N
S3ft
rHd
P
0>
0
W
o
0
0
*H
- P
•H>
•H
- PO
<
CO
CO
0rH
■■3H
G
PN
f > WN
+ 1 +1
O ft • • • •
00 o
tH CO
0
0d o '.
0 *H
G -P•H ft + 1 +1O 0
G ft O rH
0 O • »i •
ft G 03 CO•H CO CO
e
g
0
0 ft 000 rH d • »
G >> P 03 rH
•H S 0XJ d ‘H + 1 +1-p,q 0
•H P G 00 LOG d d • • •
P o p O CO
o  -p rH rH
0
0d
P 00 CO
0 • •0 ft CO CO.r-\ G 0r-i •H G + 1 +1G d
ft d p O  03tH rH-P • .*
<3 0 O 00G rH 03*H-P P
•H Co>
•H-P 0O 0 O ft<3 0  d • .
-P G rH rH0 d 0 rH
B P bO
>> ■P 0 + 1 +1N •H PS3 o f t ft aft 0 >>
W X3 03 OH 0 03• ft
rH
e  0d 0 l> CO■p d .« •
G P 03 ftrH 0
bDft + 1 +11 0d G CO ftg d •' •
S P ^  ftd -P rH 03
o
0
0 Gi 000 d
G -P 03 ft•H d
fH X +1 +1d ft
M  0 CO CO
*-• O • .
<  X3 •• .. 03 03
ft 03 03
0rH
O. ft • P ^  0 /'-"vG ■P ^  -P xtf
O G 0 wP O 0O O ■ ... 'g» .
ON/
ft
10
O
Vft
tH
O
OVft
o
Vft
03O
O
Vft
rH
O
O 'Vft
a l l  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  s e r u m  a c t i v i t i e s  i n  t h e  
g r o u p  t r e a t e d  w i t h  cadmium c h l o r i d e .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a n d  l e u c i n e  a m i n o p e p t i d a s e  s h o w e d  no  a c t i v i t y  c h a n g e d .  
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  
i n d i c a t o r  o f  h e p a t i c  dam ag e .
O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  i s  a l s o  r e g a r d e d  a s  b e i n g  
l i v e r  s p e c i f i c .  H e n c e  t h e  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  t h i s  e n zy m e '  : 
was  p r o b a b l y  i n d i c a t i v e . o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e .  The low  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  p r o b a b l y  i n d i c a t e d  t h e  a b s e n c e  
o f  c h o l e s t a s i s  a n d  s e v e r e  damage  t o  t h e  b i l e  d u c t  e p i t h e l i u m .
A l t h o u g h  t h e # - g l u t a m y l t r a n s f e r a s e  may h a v e  b e e n  r e l e a s e d  f r o m  
dam aged  k i d n e y  t i s s u e ,  i t  w as  u n l i k e l y  t h a t  t h e  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  w as  i n d i c a t i n g  a n y t h i n g  o t h e r  t h a n  h e p a t o c e l l u l a r  
d a m a g e .
G l y c y l  p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  cadmium t r e a t e d  
a n i m a l s  was  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  i t  may 
i n d i c a t e  h e p a t o c e l l u l a r  dam age  f o l l o w i n g  c h r o n i c  d o s i n g  w i t h  
l i v e r  d a m a g i n g  c h e m i c a l .
CHAPTER FOUR
CHAPTER FOUR
Seru ih  Enzyme A c t i v i t i e s  
i n  .
Human H e p a t o b i l i a r y  D i s e a s e
I n t r o d u c t i o n
From  t h e  s t u d i e s  i n  t h e  a n i m a l  m o d e l  ( s e e  C h a p t e r  
Two) i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  
(NADP d e p e n d a n t )  w as  a  m o re  s e n s i t i v e  i n d e x  o f  
h e p a t o c e l l u l a r  damage  t h a n  o t h e r  w o r k e r s  h a d  p r o p o s e d .  
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  s h o u l d  t h e r e f o r e  b e  
d e t e r m i n e d  i n  hum an h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  t o  a s s e s s  
t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  enzym e f o r  
d i a g n o s i n g  l i v e r  d i s e a s e .  A h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
enzym e  i n  t h e  h e a r t  l e a d s  i n v e s t i g a t o r s  t o  d e t e r m i n e  
ICD i n  p a t i e n t s  w i t h  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n .
G l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  (GPN) w as  a l s o  
c h o s e n  f o r  d e t e r m i n a t i o n  i n  human h e p a t o b i l i a r y  
d i s e a s e s ,  d e s p i t e  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  w h i c h  s h o w e d  t h a t  
i n s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  s e r u m  a c t i v i t y  o f  t h i s  enzym e  
o c c u r  i n  a c u t e  h e p a t o t o x i c i t y  i n  t h e  r a t .  The r e a s o n  • 
f o r  c o n t i n u i n g  w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  GPN w as  t o  
i n v e s t i g a t e  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  t h a t  c i r r h o s i s  
g a v e  r i s e  t o  h i g h  a c t i v i t i e s  o f  t h i s  e n z y m e .  (HINO e t  
a l ,  1 9 7 6 )  The  s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h i s  
enzym e  w o u l d  a l s o  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o f  t h e  m o re  
t r a d i t i o n a l  e n z y m e s  t h a t  a r e  c u r r e n t l y  d e t e r m i n e d  a s  
i n d e x e s  o f  l i v e r  f u n c t i o n .
F o r  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  two e n z y m e s ,  ICD a n d  GPN, 
t h e  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (AST) a n d  a l a n i n e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  (ALT) w e r e  m e a s u r e d .  A l a n i n e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  h a s  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  t o  a s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  b u t  i t s  t i s s u e  d i s t r i b u t i o n  f a v o u r s  
i t  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  . h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e .  F o r  
w h e r e a s  AST h a s  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  i n  h e a r t ,  l i v e r  
a n d  k i d n e y ,  t h e  m a j o r  l o c a t i o n  o f  ALT i s  t h e  l i v e r ,  
w i t h  o n l y  m i n o r  a c t i v i t y  i n  t h e  h e a r t .
The a i m s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w e r e  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  f i n d i n g s  o f  S t e r k e l  e t  a l , ( 1 9 5 8 ) , a n d  C ohen  e t  a l ,  
( 1 9 6 1 ) , t h a t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  a  s e n s i t i v e  a n d  
s p e c i f i c  i n d i c a t o r  o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage  i n  human 
p a t i e n t s ,  a n d  a l s o  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  o r  n o t  s e r u m  
g l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  a c t i v i t y  i s  a  g o o d  
i n d i c a t o r  o f  l i v e r  damage  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e ,  a s  
s u g g e s t e d  b y  H in o  e t  a l , ( 1 9 7 6 ) .
M e th o d s
P a t i e n t s  w e r e  s e l e c t e d  a n d  a l l o c a t e d  t o  o n e  o f  
t h e  f o l l o w i n g  g r o u p s :
1 .  S e c o n d a r y  c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r
2 .  A l c o h o l i c  h e p a t i t i s
3 .  C h r o n i c  a c t i v e  h e p a t i t i s
4 .  C r y p t o g e n i c  c i r r h o s i s  o f  t h e  l i v e r ,  i n c l u d i n g
t h r e e  p a t i e n t s  w i t h  p r i m a r y  b i l i a r y  c i r r h o s i s
5 .  O b s t r u c t i v e  j a u n d i c e
6 . M y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n
7 .  C h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e
D i a g n o s i s  o f  p a t i e n t s  i n  g r o u p s  1 t o  5 w e r e  
c o n f i r m e d  b y  b i o p s y  o r  l a p a r o t o m y .  P a t i e n t s ,  w i t h  
m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  w e r e  d i a g n o s e d  c l i n i c a l l y  b y  
E . C . G .  c h a n g e s ,  a n d  t h o s e  w i t h  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  
b o w e l  d i s e a s e  w e r e  d i a g n o s e d  a s  h a v i n g  C r o h n ’s  
d i s e a s e  o r  u l c e r a t i v e  c o l i t i s  b y  r a d i o g r a p h y  a n d  
r e c t a l  b i o p s y .
P a t i e n t s  w e r e  b l e d  b e t w e e n  0830  a n d  1200 b y  
v e n e p u n c t u r e .  B l o o d  w as  a l l o w e d  t o  c l o t  f o r  o n e  h o u r  
a t  room t e m p e r a t u r e  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  t o  c o l l e c t  
s e r u m .
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
a n d  g l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  
s e r u m  b y  t h e  m e t h o d s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .
A s p a r t - a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  w as  d e t e r m i n e d  b y  
V i c k e r s  a u t o m a t i c  a n a l y s i s  p r o c e d u r e .
The  s am e  enzym e  a c t i v i t i e s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  i n  
t h e  c o n t r o l  s e r a  o f  40 h e a l t h y  p a t i e n t s . . .  Q u a l i t y  
c o n t r o l  s e r u m  was  u s e d  a t  a l l  t i m e s  t o  c h e c k  t h e  
r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  enzym e  d e t e r m i n a t i o n s .
R e s u l t s
The  en zy m e  a c t i v i t i e s  o f  p a t i e n t s  i n  e a c h  g r o u p  
a r e  sh o w n  i n  f i g u r e  4 . 1  a n d  t a b l e s  4 . 1 - 7  ( A p p e n d i x  4 ) .
A summary  o f  t h e s e  enzym e a c t i v i t i e s  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s  
f r o m  n o r m a l  s u b j e c t s  i s  sh o w n  i n  t a b l e  4 . 8 .
J  A A V U X  V J .  l / X V J
a n d  Non H e p a t i c  D i s e a s e
Enzyme 
A c t i v i t y  
10 K a t a l s / 1
400
200
80
40
200
100
400
200
2000
1000
I
• • •
.v.
• •
:
v  .
ih
X ' • •
X
GPN
I CD
ALT
AST
GGT
Norm
Ca
AlcH C i r r CBD
CAH Obs MI
0
Wd
0W•H
Q
pd ft r—1
*H
XO
-Pd
f t
0trj
d•H
w
0
f t
-P•H>•HPO<3
0s
N
d
W
Sdp
0w
f t
O
pdS
CO
p
•H
>f tPO
<J
0s>»N
d
m
0wdP
0
0 0 f tP d w ^
f t ft d EH•H d d pP d p  <3\ ft ft wP <3 oP d•Hsd
d P 
0  0
* * * * * * *
P  f td w 
p  d Eh
00
12
OS 39 13 CO ° lft
P d •d P m< + i + 1 + i + l + 1 + 1 + l
f t P CO m l Oil 00 oo M Ci COWO <t3 d •H
03 M Ci| 03P CD Gil p f tp
A 0Wft d >>TJ i—I *H 
O rH P f t  
ft d ft d 
>>O O P  >>P 
f t  f t
O d
0CG■0 d 
p  d d 0 P bfi 
ft O •H P O TS 
O >> W X! p  0
Q
ftO
POp
■* *
CO t>| 00| Cl| CD| Ci| 03
+ ! + | + | + I + 1 + 1  +1
03] 
lO I
CO
PI f tCO Oj CD PI CO
P | 
+ I
0 3 1 
03
* * * * * * *
00 ft Ci 00 001 p |
ft 03 r< f t
+ 1 + 1 +  1 +  1 +  1 + 1 +  1 +  i
00 CO Oi CD 03 co l , CO 031
CO 03 ft CO O c o | ft to|
P p - f t
* * * * * +
p o CO CO f t CD 03 CO
f t CO p 03 P O O o
+ I +1 + 1 + 1 + 1 + 1 + 1 +  1
LO CD 03 f t CD CD in LO
p CO CD 00 f t 03 p 03
W d- wP e •Hd o pd d •HTl •H P•rH O P d> p 0 a*H d > 0O P wd Xft oP 0 ft
d X3 P£3 TS p OP d X3P O +H . od o o 0
0 0 f t
* CO <3
0
>♦Hp  wO P  
<1 p  •rH O P  
•H da  a  
o 0  p. w xs o
W d•H 0 oW o P •rHO ft O Px; TS P Op d d P
p d g 0 d•H d S W fto P d d. d. P  0 fto 0 ft wft > d p pd ft .ft Q a*0 P pba O O P T3o d p  p 
a  p  >> wP £5o o
ft 0
d £ o o 
p mX3o
pdoo
ss
0pd
0b£)
dd
P
Pd
B
P
O
d
0
X
p
0
x
pw
p
do
w
0
d
pd
>
p
11
tH
w
0
i—1
x >dEh
SO
P
f t
d
0
Xd
P P
o
• •
o
' * Va
W +
+  1
w
dd p
0 oS o
0 oX3 VP a
0 *
Pd
d
0 ■ •> TS•rH 0
bD d•rHW i—1
0 P
d 0P TSd d> d
M ost  p a t i e n t s  w i t h  s e c o n d a r y  m e t a s t a s e s  i n  t h e  
l i v e r  h a d  e l e v a t e d  s e r u m  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  
a c t i v i t y  ( s e e  t a b l e 4 .1 )  T w e lv e  o f  s i x t e e n  s t u d i e d  h a d  
a n  a c t i v i t y  d o u b l e  t h e  u p p e r  n o r m a l  l i m i t .  Of  t h e  
f o u r  p e o p l e  t h a t  h a d  n o r m a l  ICD a c t i v i t y  ( P . E . ,  A . B . ,
E . H . ,  E . D . ) ,  two h a d  a b n o r m a l  a m i n o t r a n s f e r a s e s  ( E . H . , 
E . D . ) .  T h e  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w as  
a b n o r m a l  i n  l e s s  t h a n  h a l f  o f  t h e  c a s e s  s t u d i e d  ( 7 / 1 6 )  
w h e r e a s  t h e  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w as  
e l e v a t e d  i n  a l l  b u t  tw o  o f  t h e  c a s e s  s t u d i e d  ( 1 4 / 1 6 ,
A. B.  + M . K . ) .  When t h e  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  was  
w i t h i n  t h e  a c c e p t e d  n o r m a l  r a n g e  ( u p  t o  45  I U / 1 )  o r  o n l y  
s l i g h t l y  e l e v a t e d ,  t h e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  o r  
a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s  o r  b o t h  w e r e  
e l e v a t e d  i n  a l l  b u t  o n e  c a s e  ( P . E . ) .  H e r e ,  t h e  p a t i e n t  
h a d  n o r m a l  o r  s l i g h t l y  e l e v a t e d  enzym e  a c t i v i t y ,  i n c l u d i n g  
a  n o r m a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  d e s p i t e  b i o p s y  o f  
t h e  l i v e r  a t  l a p a r o t o m y  s h o w i n g  m e t a s t a t i c ,  b u t  p o o r l y  
d i f f e r e n t i a t e d ,  m a l i g n a n t  m e la n o m a  t i s s u e .
The a c t i v i t y  o f  s e r u m  g l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  
w as  e l e v a t e d  i n  a l l  b u t  two c a s e s  m e a s u r e d .  One  o f  t h e  
c a s e s  w as  P . E .  ( 3 2  M) a s  d e s c r i b e d  a b o v e  b u t  t h e  o t h e r  
( T . G .  78 M) h a d  a b n o r m a l  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  
a n d  s l i g h t l y  a b n o r m a l  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s .  I t  c a n  
b e  s e e n  t h a t  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t i e s  o f  g l y c y l p r o l y l  p -  
n i t r o a n i l i d a s e  g e n e r a l l y  o c c u r  w hen  t h e  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i s  g r o s s l y  e l e v a t e d .
I n  t h e  p a t i e n t ,  M.H.  (67,  F )  t h e  a l a n i n e  an d  
a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  w i t h i n  
n o r m a l  l i m i t s  b u t  t h e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  
GPN a c t i v i t i e s  w e r e  m a r k e d l y  a b n o r m a l .
P a t i e n t s  w i t h  a l c o h o l i c  h e p a t i t i s  h a d  g r o s s l y  
a b n o r m a l  GPN a c t i v i t i e s  i n  9 / 1 0  o f  t h e  c a s e s  
m e a s u r e d  ( s e e  T a b l e  4 . 2 ) .  I n  t h e  c a s e  w h e r e  GPN 
a c t i v i t y  w a s  n o t  e l e v a t e d  ( P . H . ) t h e  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a n d  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  
a l s o  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e .  O n l y  5 / 1 0  c a s e s  h a d  
a n  e l e v a t e d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  a n d  
o n l y  s i x  h a d  a n  e l e v a t e d  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
a c t i v i t y .  A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  w a s  e l e v a t e d  i n  
a l l  b u t  o n e  ( 9 / 1 0 )  o f  t h e  c a s e s .  I n  t h i s  p a t i e n t  
( B . P . )  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  w as  e l e v a t e d ,  a s  
was  GPN b u t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w as  
w e l l  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e .
I n  t h e  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  a c t i v e  h e p a t i t i s  
( T a b l e  4 . 3 ) i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  h i g h  a c t i v i t i e s  o f  
s e r u m  ICD a n d  AST a r e  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  h i g h e s t  
s e r u m  a c t i v i t i e s  o f  GPN. H o w e v e r ,  o n l y  two  o f  t h e  
s e v e n  c a s e s  s t u d i e d  h a d  g r o s s l y  a b n o r m a l  GPN 
a c t i v i t i e s  a n d  f o u r  s h o w e d  m o d e r a t e  e l e v a t i o n  i n  
s e r u m  a c t i v i t y .  I n  o n e  c a s e ,  M . B . ,  t h e  GPN a c t i v i t y  
w as  n o r m a l  w h e r e a s  a l l  o t h e r  e n z y m e s  s h o w e d  a b n o r m a l i t y  
I n  t h i s  p a t i e n t  t h e  l i v e r  b i o p s y  g a v e  e v i d e n c e  o f  a c u t e  
i n f l a m m a t i o n  a r o u n d  m u l t i p l e  g r a n u l o m a s  i n  t h e  p o r t a l  
t r a c t s  W i t h o u t  a  f i b r i n o i d  n e c r o s i s .
Enzyme a c t i v i t i e s  a p a r t  f r o m  GPN w e r e  a l s o  w i t h i n  t h e  
n o r m a l  r a n g e s  i n  p a t i e n t  E . P .  ( 5 6  F ) . H e r e  t h e  c h r o n i c  
a c t i v e  h e p a t i t i s  w as  l o n g  s t a n d i n g  a n d  e a r l y  p o r t a l  
c i r r h o s i s  was  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i v e r  b i o p s y .  A l l  b u t  
t h i s  o n e  p a t i e n t ,  s h o w e d  enzym e a c t i v i t i e s  a b o v e  t h e  
n o r m a l  r a n g e .  I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  s h o w e d  
a b n o r m a l  e l e v a t i o n  i n  6 / 7  c a s e s  o f  c h r o n i c  a c t i v e  
h e p a t i t i s  a s  d i d  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e .  S e ru m  
a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w as  a b n o r m a l l y  
h i g h  i n  5 / 7  c a s e s .
I n  c i r r h o s i s  o f  t h e  l i v e r ,  o f  unknow n c a u s e ,
( T a b l e 4 . 4 ) i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  
n o r m a l  i n  a l l  b u t  o n e  c a s e .  I n  t h i s  p a t i e n t  D .C .
( 7 0 ,  M) t h e  p r o c e s s  o f  p o r t a l  c i r r h o s i s  w a s  h i g h l y  
a c t i v e ,  a s  show n  b y  b i o p s y .  As e x p e c t e d  t h e  a l a n i n e  
a n d  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  
e l e v a t e d  i n  t h i s  p a t i e n t  a s  w as  t h e  a c t i v i t y  o f  
g l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e .  I n  t h e  o t h e r  c a s e s  o f  
c r y p t o g e n i c  c i r r h o s i s  t h e  a c t i v i t i e s  o f  ICD, ALT a n d .  
AST w e r e  n o r m a l  o r  o n l y  s l i g h t l y  e l e v a t e d  d u e  t o  a n  
i n a c t i v e  c i r r h o t i c  p r o c e s s  a s  sh o w n  b y  l i v e r  b i o p s y .
GPN a c t i v i t i e s  h o w e v e r  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  i n  
a l l  c a s e s  s t u d i e d .  I n  t h e  t h r e e  c a s e s  o f  p r i m a r y  
b i l i a r y  c i r r h o s i s  i n c l u d e d  i n  t h i s  g r o u p  t h e  a c t i v i t i e s  
o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s  w e r e  h i g h .  L i t t l e  o r  no 
e l e v a t i o n  i n  t h e  a c t i v i t i e s  o f  ICD was  o b s e r v e d  b u t  
GPN a c t i v i t y  was  e l e v a t e d  i n  2 / 3  c a s e s .
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  w as  e l e v a t e d  i n  6 / 1 2  
o f  t h e  p a t i e n t s  i n v e s t i g a t e d  w i t h  o b s t r u c t i v e  j a u n d i c e  
( s e e  T a b l e  4 . 5 ) .  The  h i g h e s t  a c t i v i t i e s  o f  t h i s  en zy m e  
w as  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  g r e a t e s t  s e r u m  b i l i r u b i n  
c o n c e n t r a t i o n s .  S e ru m  g l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  
a c t i v i t i e s  w e r e  a l s o  a b o v e  t h e  n o r m a l  r a n g e  i n  m o s t  
i n s t a n c e s  o f  h e p a t i c  o b s t r u c t i o n  ( 1 0 / 1 1 ) .  I s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w as  n o r m a l  i n  a l l  b u t  t h r e e  
c a s e s  i n v e s t i g a t e d .  A l l  t h r e e  h a d  r a i s e d  
a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  GPN a c t i v i t y  a n d  t h e  s e r u m  
b i l i r u b i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  g r o s s l y  e l e v a t e d  i n  e a c h  
i n s t a n c e .
I n  t h e  n o n  l i v e r , . d i s e a s e  s t a t e s  s t u d i e d ,  n a m e l y ,  
c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  a n d  m y o c a r d i a l  
i n f a r c t i o n ,  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w as  
n o r m a l  i n  a*ll i n s t a n c e s . A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  
a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  GPN a c t i v i t i e s  w e r e  
a l s o  n o r m a l  i n  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e .
I n  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
a c t i v i t i e s  w e r e  u s u a l l y  g r o s s l y  e l e v a t e d ,  a s  e x p e c t e d .  
S i m i l a r l y ,  ALT w as  i n c r e a s e d  i n  tw o  c a s e s  a n d  GPN 
a c t i v i t y  was  e l e v a t e d  i n  6 c a s e s  o f  m y o c a r d i a l  
i n f a r c t i o n  s u g g e s t i n g  e i t h e r  h e p a t i c  i n v o l v e m e n t  o r  a- 
d i s t r i b u t i o n  o f  GPN i n  h e a r t  t i s s u e .  The e l e v a t i o n  o f  
GPN i n  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  w as  n o t  a s  g r e a t  a s  i n  t h e  
c a s e s  o f  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e .
The u s e  o f  GPN a s  an  i n d e x  o f  h e p a t o c e l l u l a r  damage  
d o e s  n o t  a p p e a r  t o  o f f e r  s u b s t a n t i a l  a d v a n t a g e  o v e r  t h e  
a m i n o t r a n s f e r a s e s .  I t  d o e s  h o w e v e r  s e e m  t o  b e  b e t t e r  
t h a n  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a s  an  i n d e x  o f  l i v e r  c e l l  
d a m a g e .
CHAPTER FIVE
CHAPTER FIVE 
SERUM PROTEINS AS AN INDEX OF LIVER FUNCTION
IN HUMAN HEPATOBILIARY DISEASE
I n t r o d u c t i o n
O f  t h e  b i o c h e m i c a l  t e s t s  o f  h e p a t i c  f u n c t i o n  u s e d , t o  
d e t e c t  d i s e a s e  p r o c e s s e s  w i t h i n  t h e  l i v e r  a n d  t o  e v a l u a t e  t h e  .. 
d e g r e e  an d  t y p e  o f  i m p a i r m e n t  o f  l i v e r  f u n c t i o n ,  n o n e  i s  
s p e c i f i c  o r  a f f o r d s  d i r e c t  e v a l u a t i o n  o f  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  
l i v e r .  S e ru m  a m i n o t r a n s f e r a s e s ,  e s p e c i a l l y  a s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  ( E . C .  2 . 6 . 1 . 1 .  A ST) ,  a r e  u s u a l l y  d e t e r m i n e d  
f o r  t h i s  p u r p o s e , a s  a r e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( E . C .  3 . 1 . 3 . 1 .
ALP) a n d  g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  ( E . C .  2 .*3.2  . 2 .  GGT) . 
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  i s  n o t  s p e c i f i c  t o  t h e  l i v e r  a n d  
i n c r e a s e d  s e r u m  a c t i v i t i e s  o f  t h i s  enzym e  a r e  o b s e r v e d  i n  
m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n .  M o r e o v e r ,  d r u g  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  
m e a s u r e m e n t  o f  t h i s  enzyme may g i v e  r i s e  t o  m i s l e a d i n g  s e r u m  
a c t i v i t i e s  (M c N e e ly ,  1 9 7 8 ) .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  gamma- 
g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  a r e  s e n s i t i v e  i n d i c e s  o f  c h o l e s t a s i s ,  a n d  
b o t h  a r e  e l e v a t e d  i n  m o re  t h a n  90% o f  p a t i e n t s  w i t h  l i v e r  
d i s e a s e  ( B u r k e ,  1 9 7 8 ) .  A g a i n ,  h o w e v e r ,  b o t h  t e s t s  l a c k  
s p e c i f i c i t y  f o r  l i v e r  d i s e a s e ,  a n d  e l e v a t e d  a c t i v i t i e s  h a v e  
b e e n  f o u n d  i n  v a r i o u s  c i r c u m s t a n c e s  i n c l u d i n g  a n t i c o n v u l s a n t  
t h e r a p y ,  h e a v y  a l c o h o l  i n t a k e ,  en zy m e  i n d u c t i o n ,  t h e  h e a l i n g  
s t a g e  o f  a c u t e  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n ,  a n d  i n f e c t i o n  ( B u r k e ,  1 9 7 5 ) .
Enzyme d e t e r m i n a t i o n s  a r e  n o t  t r u e  t e s t s  o f  l i v e r  f u n c t i o n  
i n  t h a t  t h e y  i n d i c a t e  t h e  d e g r e e  o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e ,  w h i c h  
i s  n o t  n e c e s s a r i l y  t h e  sam e a s  l o s s  o f  l i v e r  f u n c t i o n .
M e a s u r e m e n t  o f  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n s  s y n t h e s i s e d  
a n d  s e c r e t e d  b y  t h e  l i v e r  a r e  t r u e  t e s t s  o f  h e p a t i c  f u n c t i o n .  
One s u c h  p r o t e i n  i s  a l b u m i n .  H o w e v e r ,  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a l b u m i n ,  b e c a u s e  o f  t h e  r e l a t i v e l y  l o n g  h a l f - l i f e  o f  t h i s  
p r o t e i n ,  a r e  u s u a l l y  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  i n  a c u t e  h e p a t i c  
d i s e a s e .  I n  c h r o n i c  l i v e r  d i s e a s e  t h e  s e r u m  a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n  i s  u s u a l l y  low a n d  i s  c o n s i d e r e d  a  g o o d  i n d e x  o f  
t h e  c h r o n i c i t y  a n d  s e v e r i t y  o f  l i v e r  d i s e a s e .
P r e a l b u m i n  i s  a  p r o t e i n ,  s y n t h e s i s e d  in -  t h e  l i v e r ,  w i t h  
a  s h o r t  h a l f - l i f e ,  1 . 9  d a y s  ( O p p e n h e i m e r , e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  F o r  
t h i s  r e a s o n ,  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r e a l b u m i n  w o u l d  b e  
e x p e c t e d  t o  b e  a  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  any  c h a n g e s  a f f e c t i n g  
i t s  s y n t h e s i s  a n d  c a t a b o l i s m ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  l i v e r  d i s e a s e .  
P r e a l b u m i n  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  6 0 , 0 0 0  ( H a r r i s  a n d  K o h n , 
1 9 7 4 )  a n d  i t s  name d e r i v e s  f r o m  i t s  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  
r e l a t i v e  t o  a l b u m i n ,  i . e .  i t  m i g r a t e s  f a s t e r  t h a n  a l b u m i n  on  
e l e c t r o p h o r e s i s  a t  pH 8 . 6 .  I t  i s  a  t h y r o x i n e  b i n d i n g  p r o t e i n  
( H a r r i s  a n d  K ohn ,  1 9 7 4 )  w i t h  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  t o  t h o s e  o f  
a l b u m i n ,  a n d  a i d s  t h e  t r a n s p o r t  o f  v i t a m i n  A b y  f o r m i n g  a  
c o m p l e x  w i t h  r e t i n o l  b i n d i n g  p r o t e i n ,  p r e v e n t i n g  i t s  l o s s  f r o m  
t h e  c i r c u l a t i o n  ( P e t e r s o n ,  1 9 7 1 ) .
C o n c e n t r a t i o n s  o f  p r e a l b u m i n  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e s  
h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d ,  b u t  m o s t  w o r k e r s  h a v e  u s e d  o n l y ‘ s e m i -  
q u a n t i t a t i v e  m e t h o d s  s u c h  a s  i n s p e c t i o n  o f  c e l l u l o s e  a c e t a t e  
s t r i p s  a n d  p o l y a c r y l a m i d e  d i s c  g e l s .  Now, w i t h  a  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a n t i s e r u m  t o  human p r e a l b u m i n  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r o t e i n  q u a n t i t a t i v e l y  b y  s p e c i f i c ,  
s e n s i t i v e ,  i m m u n o l o g i c a l  m e t h o d s .  P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n ,
j l  x iiJ L . v-i c u n .y  jL c u i i - i - « a c  t x x o ^  g c x  C  X  e  C  U I ' U p i i  U  r f c J S  1  b  , '  W  c i S
d e c r e a s e d  i n  i n f e c t i v e  h e p a t i t i s  a n d  c i r r h o s i s  b u t  w as  
n o r m a l  i n  p a t i e n t s  w i t h  p u l m o n a r y  t u b e r c u l o s i s  a n d  m yxoedem a 
( H e l e n ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  I n  o t h e r  s t u d i e s  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n ' s  
o f  p r e a l b u m i n  w e r e  f o u n d  t o  b e  d e c r e a s e d  i n  l i v e r  d i s o r d e r s ,  
b u r n s ,  a n d  u l c e r a t i v e  c o l i t i s , a l t h o u g h  i n  t h e  l a t t e r  tw o  : 
c o n d i t i o n s ,  o t h e r  s e r u m  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  lo w  due  t o  
d i r e c t  l o s s  o f  p l a s m a  p r o t e i n s  ( H u e z e k - G l e b o c k i , 1 9 6 9 ;  
P r a n d o t a ,  1 9 7 5 ;  G r o z a ,  1 9 7 6 ;  A g o s t i n i ,  19 6 8 ;  S k r e d e ,  1 9 7 5 ;  . 
S a v o y i , 1 9 7 7 ;  B u r d e a ,  1 9 7 8 ) .
The a im  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w as  t o  i n v e s t i g a t e ,  m o re  
r i g o r o u s l y ,  t h e  e f f e c t s  o f  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  a n d  o t h e r  
d i s e a s e  s t a t e s ,  o n  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n ,  u s i n g  a  
s e n s i t i v e  i m m u n o l o g i c a l  m e t h o d  a n d  t h u s  t o  a s s e s s  w h e t h e r  
p r e a l b u m i n  may b e  t a k e n  a s  an  i n d e x  o f  l i v e r * f u n c t i o n .
The  N o rm a l  Range
The n o r m a l  r a n g e  may b e  d e f i n e d  i n  t e r m s  o f  a  r a n g e  i n  
w h i c h  ’h e a l t h y ’ p e r s o n s  a r e  e x p e c t e d  t o  b e  f o u n d  w i t h  a  
c e r t a i n  c h o s e n  p r o b a b i l i t y ,  u s u a l l y  95%. T h i s  m e an s  t h a t  t h e  
n o r m a l  r a n g e  i s  e q u i v a l e n t  t o  t h e  mean c o n c e n t r a t i o n  p l u s  o r  
m i n u s  1 . 9 6  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s .  .<
M e th o d s
I m m u n o l o g i c a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e r u m  p r o t e i n s  i s  b o t h  
s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c .  C o m m e r c i a l l y  p r e p a r e d  a n t i s e r a  
s p e c i f i c  t o  p a r t i c u l a r  p r o t e i n s , a r e  a v a i l a b l e .  M e t h o d s  o f  
d e t e r m i n a t i o n  a r e  b a s e d  on  t h e  a n t i g e n - a n t i b o d y  r e a c t i o n  
( M a n c i n i ,  e t  a l ,  1 9 6 5 ) .
S i n g l e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  i s  a  s i m p l e ,  s e n s i t i v e  
s p e c i f i c  a n d  r e l a t i v e l y  i n e x p e n s i v e  t e c h n i q u e  t h a t  r e q u i r e s  
l i t t l e  a p p a r a t u s .  The a n t i b o d y  ( f r o m  a n t i s e r a )  i s
a n t i g e n  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  a  w e l l  c u t  i n  t h e  g e l  a n d  i s  
a l l o w e d  t o  d i f f u s e  a n d  r e a c t  w i t h  t h e  s u r r o u n d i n g  a n t i b o d i e s .
S i n g l e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  w as  f i r s t  e m p l o y e d  b y  P e t r i e  .. 
( 1 9 3 2 )  i n  h i s  s t u d i e s  on  t h e  g r o w t h  o f  b a c t e r i a l  c o l o n i e s .  
O u c h t e r r o n y  ( 1 9 4 9 )  w as  t h e  f i r s t  t o  e x p l o i t  t h e  t e c h n i q u e  f o r  
s e m i q u a n t i t a t i v e  p u r p o s e s  i n  h i s  w o rk  w i t h  s t r a i n s  o f  t h e  
d i p t h e r i a  b a c t e r i u m .
M a n c i n i  ( 1 9 6 4 )  s h o w e d  t h a t  a  l i n e a r  r e l a t i o n  e x i s t e d  
b e t w e e n  t h e  a r e a  o f  t h e  p r e c i p i t a t e  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  a n t i g e n ,  p r o v i d e d  t h e  d i f f u s i o n  was  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  
u n t i l  a l l  a n t i g e n  h a d  b e e n  c o m b i n e d .  The s i n g l e  r a d i a l  
d i f f u s i o n  m e t h o d  i s ,  t h e r e f o r e ,  s u i t a b l e  f o r  v e r y  a c c u r a t e  
q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s ,  w i t h o u t  a n y  r e s o r t  t o  e n d - p o i n t  
m e t h o d s  a n d  t h e  i n t e r p o l a t i o n s  t h e y  r e q u i r e .
P r e p a r a t i o n  o f  t h e  A g a r
B a r b i t p n e  b u f f e r  ( 0 .0 2 4 M ,  pH 8 . 6 )  w as  p r e p a r e d  by  
d i s s o l v i n g  s o d i u m  b a r b i t o n e  ( 4 . 1 g )  b a r b i t o n e  ( 0 . 8 g )  a n d  
p r e s e r v a t i v e  s o d i u m  a z i d e  ( l . O g )  i n  d e i o n i z e d  w a t e r  ( 1 . 0 1 ) ,  
a n d  a d j u s t i n g  t h e  pH a c c o r d i n g l y .
L i t e x  a g a r o s e  ( l . O g )  w as  a d d e d  t o  w a r m e d ' b u f f e r  ( 1 0 0 m l )  
a n d  t h e  m i x t u r e  w as  t h e n  p l a c e d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  a n d  
s t i r r e d  u n t i l  a l l  t h e  a g a r o s e  h a d  d i s s o l v e d .  The  h o t  a g a r o s e  
s o l u t i o n  w as  t h e n  d i s p e n s e d  i n t o  a l i q u o t s  ( 1 0 m l )  a n d  a l l o w e d  
t o  s o l i d i f y  f o r  f u r t h e r  u s e .  The  s t o c k  s u p p l y  o f  a g a r  w as  
s t o r e d  i n  w e l l  s t o p p e r e d  t u b e s  a t  4 ° C .
P r e p a r a t i o n  o f  t h e  p l a t e s
1 .  An a l i q u o t  o f  t h e  a g a r o s e ,  p r e p a r e d  a b o v e ,  ( 1 0 m l )  w as  
m e l t e d  b y  p l a c i n g  t h e  t u b e  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .
The m o l t e n  a g a r o s e  w as  t h e n  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  
5 5 °C  i n  a  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  w a t e r  b a t h .
A g l a s s  s l i d e  (8cm x 8cm) w as  c l e a n e d  w i t h  
a b s o l u t e  a l c o h o l  a n d  a l l o w e d  t o  d r y .  The s l i d e  
was  t h e n  p l a c e d  on  a  l e v e l  s u r f a c e .
When t h e  a g a r o s e  h a d  c o o l e d  ( 5 5°C )  a n t i s e r u m , ./•' 
s p e c i f i c  t o  t h e  p r o t e i n  ( B e h r i n g  L t d )  t o  b e  
m e a s u r e d ,  w as  a d d e d  t o  t h e  a g a r o s e .  The  g e l  w as  
t h e n  m i x e d  t h o r o u g h l y  t a k i n g  c a r e  t o  a v o i d  b u b b l e s  
o f  a i r  ( T a b l e  5 . 1 ) .
The a n t i b o d y - c o n t a i n i n g  g e l  w a s  t h e n  p o u r e d  o n  t o  
t h e  g l a s s  s l i d e ,  s p r e a d  e v e n l y  a n d  a l l o w e d  t o  s e t .
W e l l s  w e r e  t h e n  c u t  i n t o  t h e  g e l  w i t h  a  c o m m e r c i a l l y  
p r e p a r e d  c u t t e r  ( 2 . 0  mm d i a m e t e r )  u s i n g  a  t e m p l a t e  
t o  e n s u r e  e v e n  s p a c i n g .
S e rum  s a m p l e s  ( 4 y U l )  w e r e  t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  w e l l s ,
A few  w e t  t i s s u e s  w e r e  p l a c e d  a t  t h e  b o t t o m  o f  an  
a i r t i g h t  p l a s t i c  b o x .  The g l a s s  s l i d e  was  t h e n  p u t  
i n t o  t h e  m o i s t  b o x  a n d  i n c u b a t e d  a t  room t e m p e r a t u r e  
u n t i l  d i f f u s i o n  w as  c o m p l e t e  ( T a b l e  5 . 1 ) .
Se rum  s a m p l e s  o f  s t a n d a r d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ( d i l u t e d  
1 in.  2 ,  1 i n  5 , 1 i n  1 0 ,  1 i n  2 0 ,  1 i n  5 0 ,  1 i n  1 0 0 )  
w e r e  a l s o ' p l a c e d  i n  w e l l s  s o  t h a t  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e  
c o u l d  b e  c o n s t r u c t e d .
Q u a l i t y  c o n t r o l  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  
p l a t e .
T a b l e  5 . 1
A n t i s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t i m e  n e c e s s a r y  f o r  c o m p l e t e  
d i f f u s i o n  o f  a n t i g e n  ( 4  /u l )  i n  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n .
A n t i s e r u m Minimum
P r o t e i n C o n c e n t r a t i o n D i f f u s i o n
% o f  A g a r o s e  Volume Time
( h o u r s )
P r e a l b u m i n 10 12
C - R e a c t i v e  P r o t e i n 8 18
W a s h i n g  a n d  S t a i n i n g  P r o c e d u r e
a )  When d i f f u s i o n  w as  c o m p l e t e ,  t h e  w e l l s  w e r e  .f i l l e d  
w i t h  w a t e r  arid t h e  g e l  w as  c o v e r e d  w i t h  a  p i e c e  o f  
w e t  f i l t e r  p a p e r .  A wad o f  d r y  t i s s u e s  w as  t h e n  • . 
p l a c e d  o v e r  t h e  g e l  s u r f a c e  a n d  p r e s s u r e  ( l O g / c m  ) 
a p p l i e d  a n d  m a i n t a i n e d  f o r  t e n  t o  f i f t e e n  m i n u t e s .  
T h i s  p r o c e d u r e  e n s u r e d  g e l  w as  s q u e e z e d  i n  a  v e r y  . 
e f f e c t i v e  m a n n e r  a n d  t h e  l i q u i d  p h a s e  o f  t h e  g e l  
c o n t a i n i n g  n o n - p r e c i p i t a t i n g  p r o t e i n s  w as  e l i m i n a t e d .
b )  The  f i l t e r  p a p e r  a n d  t i s s u e s  w e r e  t h e n  c a r e f u l l y  
r e m o v e d  f r o m  t h e  g e l  b e f o r e  w a s h i n g  f o r  t e n  m i n u t e s  
i n  s a l i n e  ( 0 . 1 M ) .  The  g e l  w as  t h e n  s q u e e z e d  a  s e c o n d  
t i m e .. .
c )  The g e l  w as  t h e n  d r i e d  u n d e r  a  c u r r e n t  o f  warm a i r .
d )  The s l i d e  w as  t h e n  r e a d y  f o r  s t a i n i n g  i n  C o o m a s s i c  
b l u e  s o l u t i o n  ( C o o m a s s i c  B r i l l i a n t  B l u e  R, 5 g ,  
e t h a n o l  4 5 0 m l ,  96%, g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  1 0 0 m l , a n d  
d e i o n i z e d  w a t e r  450 m l )  f o r  f i v e  m i n u t e s .
e )  W a s h i n g  i n  d e s t a i n e r  ( e t h a n o l  96%, a c e t i c  a c i d  
a n d  d e i o n i z e d  w a t e r  3 : 2 : 9  b y  v o l u m e )  c l e a r s  t h e  
b a c k g r o u n d  s t a i n  b e f o r e  d r y i n g  t h e  s l i d e  i n  warm a i r .
C o n s t r u c t i o n  o f  t h e  C a l i b r a t i o n  C u rv e
The d i a m e t e r s  o f  t h e  p r e c i p i t a t i o n  r i n g s  w e r e  m e a s u r e d  
u s i n g  a  m a g n i f i e d  g r a t i c u l e ,  c a l i b r a t e d  i n  0 . 1  mm u n i t s  
( G a l l e n k a m p  L t d . )  The  s q u a r e d  d i a m e t e r  o f  t h e  s t a n d a r d  
p r e c i p i t a t i o n  r i n g s  w e r e  t h e n - p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  a m o u n t  
o f  a n t i g e n  a p p l i e d  t o  t h e  w e l l s .
When c o m p l e t e  d i f f u s i o n  o f  t h e  s t a n d a r d s  h a d  b e e n  
r e a c h e d  a  l i n e a r  c u r v e  w i t h  a n  i n t e r c e p t  on  t h e  o r d i n a t e  
was  o b t a i n e d . '  .
By i n t e r p o l a t i o n  on t h e  c u r v e ,  s a m p l e s  o f  unknown 
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  q u a n t i f i e d ,
A s t a n d a r d  c u r v e  f o r  p r e a l b u m i n  w as  c a l c u l a t e d  b y  l i n e a r  
r e g r e s s i o n  u s i n g  a  s e r i e s  o f  p o i n t s  t a k e n  o v e r  t e n  s l i d e s .
S t o r a g e  o f  S e ru m  f o r  P r  e a  l b  um i  n D e t e r m i n a t i o n
S t a b a l i n i  e t  a l  ( 1 9 6 8 )  s h o w e d  t h a t  p r e a l b u m i n  c o u l d  b e  
s t o r e d  f r o z e n  i n  s e r u m  f o r  many y e a r s  w i t h o u t  l o s s  o f  
c o n c e n t r a t i o n .  The  i n v e s t i g a t i o n  t o  f o l l o w  w as  d e s i g n e d  
t o  c h e c k  t h i s  i n f o r m a t i o n  a n d  t o  e n s u r e * t h a t  s a m p l e s  
c o l l e c t e d  f o r  enzyme d e t e r m i n a t i o n  ( C h a p t e r  F o u r )  a n d  
s t o r e d  f r o z e n  f o r  up  t o  o n e  y e a r ,  w e r e  s u i t a b l e  . fo r  
m e a s u r e m e n t  o f  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n .
M e th o d
F i v e  b l o o d  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  h e a l t h y  v o l u n t e e r s  w e r e  
a l l o w e d  t o  c l o t  a n d  s e r u m  p r e p a r e d  i n  t h e  u s u a l  w a y .
E a c h  s a m p l e  w as  s e p a r a t e d  i n t o  f i v e  a l i q u o t s . F o u r  
a l i q u o t s  w e r e  f r o z e n  a n d  m a i n t a i n e d  a t  - 4 0 ° C .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  d e t e r m i n e d  i n  d u p l i c a t e  i n  
t h e  s e r u m  i n  t h e  u n f r o z e n  a l i q u o t  a n d  t h e n  i n  a l i q u o t s  
o n e  m o n t h ,  s i x  m o n t h s ,  t w e l v e  m o n t h s  a n d  f i f t e e n  m o n t h s  
a f t e r  f r e e z i n g .
R e s u l t s
The  mean  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r e a l b u m i n  i n  e a c h  a l i q u o t  
a r e  shown i n  T a b l e  5 . 2 .
T a b le  5 . 2
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  s t o r e d  s e r u m  s a m p l e s
S a m p le
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  ( m g / 100 m l )  a t  
t h e  s p e c i f i e d  t i m e  ( m o n t h s  s t o r e d  a t  - 4 0 ° C
0 1 6 12 15
A 2 0 . 5 2 1 . 5 2 0 . 5 2 0 . 0 2 0 . 0
B 1 8 . 5 1 7 . 0 1 9 . 5 2 0 . 5 1 9 . 0
C 2 0 . 0 2 1 . 5 2 2 . 0 2 1 . 5 1 9 . 5
D 3 1 . 5 2 9 . 0 2 9 . 5 3 0 . 0 3 2 . 5
E 2 8 . 0 2 7 . 5 2 7 . 0 2 6 . 5 2 9 . 0
C o n c l u s i o n
The r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  no  l o s s  i n  c o n c e n t r a t i o n  
of. p r e a lb u m in - , . ,  o c c u r s  f o l l o w i n g  s t o r a g e  o f  s e r u m  a t  
- 4 0 ° C  f o r  a  p e r i o d  o f  up  t o  f i f t e e n  m o n t h s .
I t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  p r e a l b u m i n  
d e t e r m i n a t i o n s  i n  p a t i e n t  s e r u m  s t o r e d  f o r  up  t o  f i f t e e n  
m o n t h s  w i l l  g i v e  v a l i d  r e s u l t s .
D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  N o rm a l  R ange
Serum  f r o m  89 h e a l t h y  v o l u n t e e r s  t a k i n g  p a r t  i n  a  <:• • . 
co m m u n i ty  s u r v e y  on  t u b e r c u l o s i s ,  was  o b t a i n e d  f r o m  
t h e  M i d h u r s t  R e s e a r c h  C e n t r e .  A p p r o x i m a t e l y  e q u a l  
n u m b e r s  o f  m a l e  a n d  f e m a l e  v o l u n t e e r s  w e r e  u s e d .  M o s t  
v o l u n t e e r s  ( 6 5 / 8 9 )  w e r e  b e t w e e n  t h e  a g e s  o f  50 a n d  80 
y e a r s .  E i g h t e e n  w e r e  a g e d  b e l o w  50 y e a r s  a n d  t h e  
r e m a i n i n g  6 v o l u n t e e r s  w e r e  o v e r  80 y e a r s  o l d .  No 
a p p a r e n t  c o r r e l a t i o n  o f  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w i t h  
ag e  o r  s e x  w as  o b s e r v e d .
The d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  p r e a l b u m i n  v a l u e s  d e t e r m i n e d  
i s  shown i n  F i g u r e  5 . 1 .
The n o r m a l  r a n g e  (m ean  -  1 . 9 6  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s )  w as  
f o u n d  t o  b e  8 -  30 m g / 1 0 0 m i .  T h i s  n o r m a l  r a n g e  i s  
s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  r a n g e s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  (S im m ons  
e t  a l ,  Med. J .  A u s t .  ( 1 9 6 9 ) ,  2 ,  4 9 4 - 5 0 6 ) .  None  o f  t h e  
v o l u n t e e r s  s t u d i e d ,  h o w e v e r ,  h a d  a  s e r u m  p r e a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  l e s s  t h a n  1 2 . 5  mg/ lOOml a n d  95% o f  t h e  
v a l u e s  l i e  w i t h i n  t h e  r a n g e  1 3 . 5  -  3 1 . 0  m g / l O O m l .
SERUM PREALBUMIN AS AN INDEX OF LIVER FUNCTION IN
HEPATOBILIARY DISEASE ‘
M e th o d s
B l o o d  w as  c o l l e c t e d  f r o m  s e l e c t e d  p a t i e n t s  b e t w e e n  08 3 0  h a n d  
n o o n  b y  b r a c h i a l  v e n e p u n c t u r e . Se rum  w as  p r e p a r e d  f o r  
d e t e r m i n a t i o n  o f  p r e a l b u m i n ,  by  c e n t r i f u g a t i o n  o f  c l o t t e d  b l o o d  
f o r  15 m in  a t  2000 r . p . m .  A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  a l k a i i n e  
p h o s p h a t a s e ,  b i l i r u b i n  a n d  a l b u m i n  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  s t a n d a r d  
m e t h o d s .
S t o r e d  s e r u m  ( - 4 0 ° C ) ,  ( S t a b a l i n i ,  e t  a l .  , 1 9 6 8 ) ,  w as  d i l u t e d
( 1 : 5 )  w i t h  b a r b i t o n e  b u f f e r  ( 0 . 0 2 4  M, pH 8 . 6 )  a n d  t h e  p r e a l b u m i n
c o n c e n t r a t i o n  w as  d e t e r m i n e d  b y  i m m u n o d i f f u s i o n  ( M a n c i n i ,  e t  a l .  ,
1 9 6 5 ) .  L i t e x  A g a r o s e  (1% w / v  i n  b a r b i t o n e  b u f f e r ,  pH 8 . 6 ,  0 .0 2 4 M )
c o n t a i n i n g  m o n o s p e c i f i c  a n t i s e r u m  t o  human p r e a l b u m i n  (1% v / v )
w as  u s e d  a s  g e l  m ed iu m .  D i l u t e d  s e r u m  s a m p l e s  ( 2  w e r e  a p p l i e d
t o  i n d i v i d u a l  w e l l s  ( 2  mm d i a m . )  c u t  i n t o  t h e  g e l ,  a n d  d i f f u s i o n
a l l o w e d  t o  t a k e  p l a c e  o v e r n i g h t .  The  g e l s  w e r e  w a s h e d  f o r  tw o
h o u r s  i n  0 . I M - N a C l , t h e n  p r e s s e d  w i t h  a b s o r b a n t  p a p e r  u n d e r  
212 g /c m  p r e s s u r e .  The g e l s  w e r e  s t a i n e d  i n  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  
B l u e  R ( 0 .5 %  w / v  i n  a l c o h o l - a c e t i c  a c i d - w a t e r  ( 9 : 2 : 9  v / v ) ,  
w a s h e d  w i t h  a l c o h o l - a c e t i c  a c i d - w a t e r  ( 5 : 2 : 9  v / v )  a n d  d r i e d .
The d i a m e t e r s  o f  t h e  d i f f u s i o n  r i n g s  f o r m e d  b y  t h e  a n t i g e n -  
a n t i b o d y  c o m p l e x  w e r e  m e a s u r e d  t o  0 . 1  mm u s i n g  a  m a g n i f i e d  
g r a t i c u l e  ( G a l l e n k a m p  L t d . ) ,  a n d  t h e  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  
c a l c u l a t e d  f r o m  a  s t a n d a r d  c u r v e .  The  r e p r o d u c i b i l i t y  f r o m  g e l  
t o  g e l  was  c h e c k e d  w i t h  q u a l i t y  c o n t r o l  s e r a .
P a t i e n t s  w i t h  o n e  o f  t h e  f o l l o w i n g  d i s e a s e  s t a t e s  w e r e  s e l e c t e d :
a )  s e c o n d a r y  c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r ,  c o n f i r m e d  b y  b i o p s y  o r  
l a p a r o t o m y ;  b )  a l c o h o l i c  l i v e r  d i s e a s e ;  a l c o h o l i c  h e p a t i t i s ,  
c o n f i r m e d  b y  b i o p s y  * a n d  i n  m o s t  c a s e s  w i t h  s u p e r i m p o s e d  
c i r r h o s i s ;  c )  c i r r h o s i s  o f  t h e  l i v e r  o f  unknow n  o r i g i n ,  
i n c l u d i n g  p r i m a r y  b i l i a r y  c i r r h o s i s ,  c o n f i r m e d  b y  l a p a r o s c o p y  
o r  b i o p s y ;  d )  o b s t r u c t i v e  j a u n d i c e ,  w i t h  h i g h  s e r u m  b i l i r u b i n  
l e v e l s ' , "  o f  n o n - n e o p l a s t i c  o r i g i n ;  e )  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  
c o n f i r m e d  by  E . C . G .  c h a n g e s ;  f )  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  
d i s e a s e ,  i n c l u d i n g  u l c e r a t i v e  c o l i t i s  a n d  C r o h n s ' d i s e a s e .  
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  a l s o  d e t e r m i n e d  i n  t h e  s e r a  o f  a  
g r o u p  o f  h e a l t h y  v o l u n t e e r s  o f  s i m i l a r  a g e s  t o  p a t i e n t s  i n  t h e  
s t u d y .  E x c e p t  f o r  p a t i e n t s  w i t h  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n ,  a l l  
b l o o d  s a m p l e s  w e r e  t a k e n ,  w h e r e  p o s s i b l e ,  d u r i n g  t h e  m o s t  a c u t e  
p h a s e  o f  t h e  i l l n e s s .  I n  t h e  c a s e  o f  p a t i e n t s  w i t h  m y o c a r d i a l  
i n f a r c t i o n ,  b l o o d  w as  t a k e n  t h r e e  d a y s  a f t e r  t h e  i n f a r c t .
R e s u l t s  a n d . P i s c u s s i o n
The mean  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  89 h e a l t h y  v o l u n t e e r s  
w as  1 9 . 4  -  5 . 6 mg/lOOml. A c t i v i t i e s  o f  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
g r e a t e r  t h a n  40 IU a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  g r e a t e r  t h a n  300 IU 
w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  g r e a t e r  t h a n  n o r m a l .  The  n o r m a l  r a n g e  o f  
p l a s m a  b i l i r u b i n  w as  t a k e n  a s  2 t o  19 ^ / im o l /1 ,  a n d  t h e  n o r m a l  
r a n g e  o f  p l a s m a  a l b u m i n  a s  38 t o  54 g / 1 . P a r a m e t e r s  m e a s u r e d  
a r e  shown i n  s c a t t e r  d i a g r a m s  ( F i g u r e s  5 . 2  t o  5 . 6 ) .  T a b l e s  o f  
v a l u e s  a r e  sh o w n  i n  A p p e n d i x  5 .
N i n e  o f  f i f t e e n  c a s e s  o f  s e c o n d a r y  c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r  
s t u d i e d  ( T a b l e  5 . 3 )  t h e  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  d e c r e a s e d .  
I n  m o s t  c a s e s  t h e  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  ( A S T ) ,  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  (ALP) a n d  s e r u m  b i l i r u b i n  w e r e  e l e v a t e d  a l s o .
±n o n e  c a s e  t n e  p r e a l b u m i n  l e v e l  w as  d e c r e a s e d  b u t  n o n e  o f  t h e  
r o u t i n e  p a r a m e t e r s  o f  b l o o d  b i o c h e m i s t r y  s h o w e d  a b n o r m a l i t y .
S i m i l a r l y ,  8 / 1 2  c a s e s  o f  a l c o h o l i c  l i v e r  d i s e a s e  s t u d i e d  
( T a b l e  5 . 4 ) ,  p r e a l b u m i n  was  b e l o w  n o r m a l . One o f  t h i s  g r o u p  
o f  p a t i e n t s  h a d  n o r m a l  v a l u e s  f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  
a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  b i l i r u b i n ,  a n d  t h e  p r e a l b u m i ' n  
w as  o n l y  m a r g i n a l l y  d e c r e a s e d .  The o t h e r  p a t i e n t s  h a d  n o r m a l ,  v  
a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  b i l i r u b i n ,  b u t  p r e a l b u m i n  a n d  
s e r u m  a l b u m i n  w e r e  b e l o w  n o r m a l ,  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w as  . 
i n c r e a s e d .  A n o t h e r  p a t i e n t  h a d  n o r m a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a n d  b i l i r u b i n  v a l u e s ,  b u t  p r e a l b u m i n ,  a l b u m i n  a n d  a s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  w e r e  o u t s i d e  t h e  n o r m a l  r a n g e s .  O n l y  6 / 1 2  
c a s e s  h a d  n o t a b l y  e l e v a t e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a n d  
7 / 1 2  e l e v a t e d  b i l i r u b i n  l e v e l s .  A lb u m in  c o n c e n t r a t i o n  w a s  o n l y  
m a r g i n a l l y  d e c r e a s e d  i n  a l l  t h e  c a s e s  o f  a l c o h o l i c  l i v e r  d i s e a s e  
s t u d i e d .
Two p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  a c t i v e  h e p a t i t i s  ( T a b l e  5 . 5 )  o f  l o n g  
s t a n d i n g  w e r e  w i t h i n  t h e  a c c e p t e d  n o r m a l  r a n g e  f o r  p r e a l b u m i n ,  
a n d  a l l  o t h e r  b l o o d  b i o c h e m i s t r y  p a r a m e t e r s ,  w h i c h  s e e m s  t o  
i n d i c a t e  t h a t  t h e  l i v e r  w as  f u n c t i o n i n g  n o r m a l l y  i n  t h e s e  
p a t i e n t s .  I n  t h e  r e m a i n i n g  f i v e  p a t i e n t s  i n  whom t h e  d i s e a s e  
w as  a c t i v e ,  h i g h  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s  a n d  
g r e a t l y  r e d u c e d  p r e a l b u m i n  l e v e l s  w e r e  f o u n d ,  y e t  i n  tw o  o f  
t h e s e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w a s  n o r m a l ,  a n d  i n  o n e  b i l i r u b i n  
w as  a l s o  n o r m a l .
The tw o  p a t i e n t s  w i t h  p r i m a r y  b i l i a r y  c i r r h o s i s  ( T a b l e  5 . 6 )  b o t h  
h a d  n o r m a l  p r e a l b u m i n  l e v e l s ,  a n d  a b n o r m a l  a s p a r t a t e  a m i n o ­
t r a n s f e r a s e  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s .  O f  t h e  f i v e  
c a s e s  o f  c r y p t o g e n i c  c i r r h o s i s  ( T a b l e  5 . 6 )  s t u d i e d ,  t h r e e  h a d  
low  s e r u m  p r e a l b u m i n  l e v e l s  b u t  t h e  a s p a r t a t e ,  a m i n o t r a n s f e r a s e
( 3 / 5  w e r e  r a i s e d )  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( 2 / 5  w e r e  r a i s e d )  
h a d  a  w i d e  r a n g e  o f  v a l u e s  w i t h  t h e  g r o u p .
A l l  p a t i e n t s  w i t h  o b s t r u c t i v e  j a u n d i c e  ( T a b l e  5 . 7 )  h a d  
b i l i r u b i n  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t l y  i n  e x c e s s . o f  t h e  u p p e r  n o r m a l ,  
r a n g e  a n d  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  a l s o  
i n c r e a s e d .  A l l  b u t  t h r e e  o f  t h e s e  p a t i e n t s  h a d  d e c r e a s e d  
p r e a l b u m i n  l e v e l s . I n  t h e s e  e x c e p t i o n s  a s p a r t a t e  a m in o ­
t r a n s f e r a s e  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  b o t h  
a b n o r m a l ,  a l t h o u g h  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  b i l i r u b i n  
i n  o n e  o f  t h e s e  p a t i e n t s  w e r e  n o t  g r e a t l y  i n c r e a s e d .  I n  t h i s  
c a s e ,  p r e s u m a b l y ,  t h e  o b s t r u c t i o n  h a d  r e s u l t e d  i n  l i t t l e  o r  no  
e f f e c t  o n  h e p a t o c e l l u l a r  f u n c t i o n .
A l l  c a s e s  o f  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  s t u d i e d  ( T a b l e  5 . 8 )  h a d  
n o r m a l  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s .  The s e r u m  enzym e  a c t i v i t i e s  
a n d  a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a l s o  i n  t h e  n o r m a l  r a n g e ,  w h i c h  
i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i n d i n g s  t h a t  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  i n  
some i n s t a n c e s  o f  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  a r e  a b n o r m a l  
(Weeke a n d  J a r n u m ,  1 9 7 1 ;  P e r r e t t  e t  a l ,  1 9 7 1 ;  L e a d i n g  A r t i c l e ,  
BMJ, 1 9 7 9 ) .
I n  p a t i e n t s  w i t h  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p r e a l b u m i n  ( T a b l e  5 . 8 )  w e r e  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  i n  a l l  o f  
t h e  c a s e s  s t u d i e d .  As e x p e c t e d ,  h i g h  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
a c t i v i t i e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  7 / 9  p a t i e n t s  w i t h  m y o c a r d i a l  
i n f a r c t i o n .  B l o o d  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  m y o c a r d i a l  
i n f a r c t i o n  p a t i e n t s  t h r e e  d a y s  a f t e r  t h e  i n f a r c t .  I n  some c a s e s ,  
t h e r e f o r e ,  t h e  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w a s  p a s t  i t s  
p e a k  v a l u e  a n d . w a s  r e t u r n i n g  t o  n o r m a l  l e v e l s .
F i g u r e  5 . 1
The D i s t r i b u t i o n  o f  Se rum  P r e a l b u m i n  L e v e l s  i n  H e a l t h y
V o l u n t e e r s
P r e a l b u m i n  
C o n c e n t r a t i o n  
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I f  t h e  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  t o  c h a n g e  a s  a  
c o n s e q u e n c e  o f  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n ,  h o w e v e r ,  i t s  h a l f  l i f e - 
o f  tw o  d a y s  w o u l d  mean t h a t  l i t t l e  c h a n g e  w o u l d  b e  o b s e r v e d  
U n t i l  t h i s  t im e *
C o n c l u s i o n
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r e a l b u m i n  h a s  b e e n  
shown i n  t o  b e  d e c r e a s e d  i n  d i s e a s e s  a f f e c t i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  
t h e  l i v e r .  B e c a u s e  r a i s e d  p l a s m a  enzym e  a c t i v i t i e s  may i n d i c a t e  
i m p a i r e d  b i l i a r y  e x c r e t i o n  ( a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e )  a n d  enzyme 
i n d u c t i o n  ( g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e ) , a s  w e l l  a s  
h e p a t o c e l l u l a r  d a m a g e ,  p r e a l b u m i n  w h i c h  r e f l e c t s  t h e  a b i l i t y  o f  
t h e  l i v e r  t o  s y n t h e s i s e  p r o t e i n  i s  c o n s e q u e n t l y  a  m o re  r e l i a b l e  
p a r a m e t e r  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  shown t h a t  t h e  
s e r u m  p r e a l b u m i n  may b e  d e c r e a s e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  
h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e .  H o w e v e r ,  t h e s e  w o r k e r s  u s e d  o n l y  s e m i -  
q u a n t i t a t i v e  m e t h o d s  f o r  e s t i m a t i o n  o f  p r e a l b u m i n ,  w h e r e a s  t h e  
q u a n t i t a t i v e  i m m u n o d i f f u s i o n  m e t h o d s  o f  d e t e r m i n i n g  p r e a l b u m i n  
a r e  s p e c i f i c / r e p r o d u c i b l e  a n d  m o re  s e n s i t i v e  t o  low 
c o n c e n t r a t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  b e c a u s e  o f  i t s  s h o r t  h a l f - l i f e ,  
p r e a l b u m i n  i s  a b l e  t o  show c h a n g e s  i n  l i v e r  f u n c t i o n  m ore  
s e n s i t i v e l y  t h a n  p l a s m a  a l b u m i n  c h a n g e s .
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  d i a g n o s t i c  r o l e ,  s e r i a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  
s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w i t h  t i m e  w o u l d  b e  e s p e c i a l l y  
v a l u a b l e  i n  a s c e r t a i n i n g  w h e t h e r  l i v e r  f u n c t i o n  w as  i m p r o v i n g  
o r  d e t e r i o r a t i n g .  I n  some o f  t h e  p a t i e n t s  w i t h  s e c o n d a r y  
c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r  s e r i a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  p r e a l b u m i n  
s h o w e d  t h a t  t h e  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  d e c r e a s e d  
a s  t h e  i l l n e s s  p r o g r e s s e d .
F u r t h e r m o r e ,  a  p a t i e n t  w i t h  a l c o h o l i c  h e p a t i t i s  h a d l o w  
p r e a l b u m i n  l e v e l s  i n  t h e  a c u t e  p h a s e  o f  t h e  i l l n e s s  b u t  a s  
t h e  p a t i e n t  r e c o v e r e d  t h e  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  
i n c r e a s e d .
The r e s u l t s  o f  t h e  s t u d y  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  5 . 9  a n d  
5 . 1 0  w h i c h  show  t h a t  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  
s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e s  b u t  n o t  
i n  n o n - h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  s t a t e s  s u c h  a s  i n f l a m m a t o r y  
b o w e l  d i s e a s e  a n d  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n .  T h i s  c o n f i r m s  t h a t  
s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  d e p e n d a n t  on  l i v e r  
f u n c t i o n .  H o w e v e r ,  i t  i s  d e s i r a b l e  a l s o  t o  d e t e r m i n e  t h e  
p l a s m a  a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  t o  e n s u r e  t h a t  n o  g e n e r a l  
p r o t e i n  l o s s ,  f r o m  t h e  k i d n e y  o r  f r o m  e n t e r o p a t h i e s ,  h a s  
o c c u r r e d  t o  g i v e  r i s e  t o  a r t e f a c t u a l  low s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p r e a l b u m i n .
C-Be a c t i  v e  P r o  t  e i n  i n  H e p a t o b i l i a r y  D i s e a s e
I n t r o d u c t i o n  -v, '
C - R e a c t i v e  P r o t e i n  w as  f i r s t  d e s c r i b e d  i n  1930 b y  T i l l e t t  
a n d  F r a n c i s , who n o t i c e d  a  p r e c i p i t a t i o n  r e a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  C - p o l y s a c c h a r i d e  o f  t h e  p n e u m o c o c c a l  c e l l  w a l l  a n d  " a c u t e  
p h a s e  s e r u m " .
Work b y  many g r o u p s  h a s  shown C - R e a c t i v e  P r o t e i n  (CRP) t o  
h a v e  lo w  s e r u m  l e v e l s  i n  t h e  h e a l t h y  i n d i v i d u a l ,  n o t  u s u a l l y  
e x c e e d i n g  1 . 0  mg p e r  100 m l  s e r u m .  I n  d i s e a s e ,  p a r t i c u l a r l y  
f o l l o w i n g  t r a u m a ,  i n f l a m m a t i o n  o r  t i s s u e  b r e a k d o w n ,  t h e  l e v e l  
o f  CRP i n  t h e  b l o o d  s t r e a m  sh o w s  s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  
(Yocum, 1 9 5 7 ) .
The m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  CRP i s  1 3 8 , 0 0 0  a n d ,  s y n t h e s i s e d  
i n  t h e  l i v e r  ( H u r l i m a n n ,  1 9 6 6 ) ,  h a s  a  h a l f  l i f e  o f  d a y s .  I t  
p r o b a b l y  e x i s t s  i n  a  p e n t a m e r i c  f o r m .  As an  a c u t e  p h a s e  
r e a c t a n t ,  CRP b y  d e f i n i t i o n  i s  a  p r o t e i n  w h o se  c o n c e n t r a t i o n  
i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  a s  a  r e s p o n s e  t o  t h e  a c u t e  p h a s e  o f  
i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s e s ,  t r a u m a  t i s s u e  b r e a k d o w n ,  i n f e c t i o n ,  
n e c r o s i s ,  e t c .  I n  l i v e r  d i s e a s e s  i n v o l v i n g  any  o f  t h e s e  
p r o c e s s e s ,  t h e  CRP l e v e l  i n  s e r u m  s h o u l d  b e  s e e n  t o  r i s e .  T h i s  
w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d .
I t  i s  a l s o  t h o u g h t  t h a t  CRP l e v e l s  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  p r o g r e s s  
o f  a  d i s e a s e .  S e q u e n t i a l  s t u d i e s  o f  t h e  s e r u m  l e v e l s  show  t h a t  
CRP l e v e l s  r e t u r n  t o  n o r m a l  a s  t h e  d i s e a s e  p r o c e s s  s u b s i d e s .
M eth o d  o f  D e t e r m i n a t i o n
C - R e a c t i v e  P r o t e i n  w as  d e t e r m i n e d  b y  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  
b y  t h e  m e t h o d  o f  M a i i c in i  ( M a n c i n i , 1 9 6 5 ) .  M o n o s p e c i f i c  
a n t i s e r u m  t o  human CRP ( B e h r i n g  L t d . )  w a s  a d d e d  t o  m o l t e n  
a g a r o s e  p r i o r  t o  p o u r i n g  on g l a s s  p l a t e s  a n d  a l l o w i n g  t o  g e l .
S e ru m  s a m p l e s '  ( 2 ^ 1  d i l u t e d  1 i n 5 ) w e r e  p i p e t t e d  i n t o  w e l l s  
c u t  i n t o  t h e  g e l .  D i f f u s i o n  w as  t h e n  a l l o w e d  t o  t a k e  p l a c e  
o v e r n i g h t  b e f o r e  w a s h i n g  t h e  p l a t e s  i n  a q u e o u s  s o d i u m  
c h l o r i d e  ( 0 . 1  M ) .
A f t e r  s t a i n i n g ,  t h e  d i a m e t e r s  o f  t h e  d i f f u s i o n  r i n g s  f o r m e d  
w e r e  m e a s u r e d  b y  a  m a g n i f i e d  g r a t i c u l e  ( G a l l e n k a m p  L t d . ) .  The 
CRP c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m i n e d  w i t h  r e f e r e n c e  t o  a  s t a n d a r d  
c u r v e .
D e t e r m i n a t i o n  i n  Human S e ru m
Human p a t h o l o g i c a l  s e r a  t h a t  h a d  b e e n  s t o r e d  a t  - 4 0 ° C  f o r  up 
t o  s i x  m o n t h s  w as  t h a w e d .  D i l u t i o n s  ( 1  i n  5 )  o f  e a c h  s a m p l e  
w e r e  made a n d  CRP d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d .
The s e r u m  s a m p l e s  h a d  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  p a t i e n t s  i n  t h e .  
f o l l o w i n g  c a t e g o r i e s ;  s e c o n d a r y  c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r ,  
h e p a t i t i s  (4  a l c o h o l i c ,  4 c h r o n i c  a c t i v e ,  1 g r a n u l o m a t o u s  a n d  
1 h y p e r p l a s i a ) ,  c i r r h o s i s  ( a l l  l o n g - t e r m  c o n f i r m e d ) .  
O b s t r u c t i v e  j a u n d i c e  ( 2  c h o l e c y s t i t i s ,  1 m e t h y l t e s t o s t e r o n e  
i n d u c e d ) .  M y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n ,  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  
d i s e a s e  a n d  d r u g  o v e r d o s e  ( 1  p a r a c e t a m o l ,  r e m a i n d e r  
• t r a n q u i l l i s e r s  a n d  h y p n o t i c s ) .
A l l  b l o o d  s a m p l e s  ( e x c e p t  d r u g  o v e r d o s e )  w e r e  t a k e n  b e t w e e n  
9 . 0 0  a .m .  a n d  12 n o o n .  The b l o o d  w a s  a l l o w e d  t o  c l o t  a n d  t h e n  
c e n t r i f u g e d  ( 1 0  m i n s , 2500  rpm )  t o  c o l l e c t  s e r u m  w h i c h  was  
s e p a r a t e d  a n d  s t o r e d  f r o z e n  u n t i l  r e q u i r e d .
R e s u l t s
The r e s u l t s  a r e  shown i n  T a b l e  5 . 1 0 .  The u p p e r  n o r m a l  
c o n c e n t r a t i o n  i s  m a r k e d .
C o n c l u s i o n s
The f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  e m e r g e  f r o m  t h i s  s m a l l  s t u d y .
a )  A l l  c a s e s  o f  s e c o n d a r y  c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r  e l e v a t e d  
s e r u m  CRP l e v e l s .
b )  Some b u t  n o t  a l l  c a s e s  o f  h e p a t i t i s  s t u d i e d  h a d  e l e v a t e d  
s e r u m  CRP l e v e l s .  I n  t h e  c a s e s  w h e r e  no e l e v a t i o n  
o c c u r r e d  ( e q u a l l y  d i v i d e d  among t h e  t y p e s  o f  h e p a t i t i s  
c o n s i d e r e d )  i t  was  p r o b a b l e  t h a t  t h e  h e p a t i t i s  w as  n o t  
a c t i v e .
c )  Long  s t a n d i n g  c i r r h o s i s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  c a u s e  an  
i n c r e a s e  i n  s e r u m  CRP l e v e l .  .*
d)  O b s t r u c t i v e  j a u n d i c e  c a u s e d  a  s l i g h t  e l e v a t i o n  i n  s e r u m  
CRP l e v e l ,  n o t  c o r r e l a t i n g  w i t h  t h e  s e v e r i t y  o f  j a u n d i c e .
e )  E l e v a t e d  s e r u m  CRP l e v e l  was  o b s e r v e d  i n  m y o c a r d i a l  
i n f r a c t i o n ,  i n  m o s t  c a s e s .
f )  C h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  s e e m e d  t o  i n c r e a s e  
s e r u m  CRP l e v e l s .
g )  None o f  t h e  c a s e s  o f  d r u g  o v e r d o s e  s t u d i e s  c a u s e d  an  
i m m e d i a t e  r i s e  i n  s e r u m  CRP l e v e l s .
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h )  I n  two  c a s e s  o f  c a r d i a c  a r r e s t ,  o n e  w i t h  r i g h t
v e n t r i c u l a r  f a i l u r e ,  s e r u m  CRP l e v e l s  r o s e  t o  20 x  g r e a t e r  
t h a n  t h e  n o r m a l  v a l u e .
T h i s  b r i e f  s t u d y  c o n f i r m s  p r e v i o u s  w o rk  t h a t  CRP may b e  a  
good  i n d e x  o f  i n f l a m m a t o r y  c h a n g e  b u t  a l s o  s h o w s  t h e  n o n -  
s p e c i f i c i t y  o f  CRP e l e v a t i o n  t o  h e p a t o b i l i a r y  . d i s e a s e .  The • 
p r o t e i n  i s  t h e r e f o r e  o f  l i t t l e  v a l u e  a s  a  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t .
CHAPTER S I X
CHAPTER SIX
P r e a l b u m i n  a s  an  I n d e x  o f  L i v e r  F u n c t i o n  
F o l l o w i n g  A c u t e  P a r a c e t a m o l  P o i s o n i n g
I n t r o d u c t i o n
A l t h o u g h  i t  h a s  becom e  c u s t o m a r y  p r a c t i c e  t o  u s e  p l a s m a  
enzyme a c t i v i t i e s  , s u c h  a s  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  V 
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  a s  t h e  b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  o f  c h o i c e  
f o r  a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  damage  a f t e r  d r u g  o v e r d o s e ,  t h e s e  
e n zy m e s  a r e  n e i t h e r  t r u e  n o r  r e l i a b l e  i n d i c a t o r s  o f  l i v e r  
f u n c t i o n  ( C h a p t e r  T h r e e ) .  I n d e e d ,  i n c r e a s e d  p l a s m a  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s  , y - g l u t a m y l t r a n s f e r a s e  
a n d  o t h e r  h e p a t o c e l l u l a r  e n z y m e s , may r e f l e c t  o n l y  i n c r e a s e d  
p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  h e p a t o c y t e  p l a s m a  m e m b r a n e s ,  en zy m e  
i n d u c t i o n ,  o r  r e v e r s i b l e  h e p a t o c e l l u l a r  damage  ( B u r k e ,  1 9 7 5 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  i t  i s  now r e c o g n i s e d  t h a t  c e r t a i n  d r u g s  may 
p r o d u c e  s u c h  e f f e c t s  w i t h o u t  c o n c o m i t a n t  l i v e r  i n j u r y ,  a n d  t h a t  
o t h e r  d r u g s  may i n t e r f e r e  w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p l a s m a  
enzym e  a c t i v i t i e s  g i v i n g  r i s e  t o  e r r o n e o u s  r e s u l t s  (M c N e e ly ,  
1 9 7 8 ) .  I n  t h e  s a f e t y  e v a l u a t i o n  o f  d r u g s  t h e r e  i s  a  r e a l  n e e d  
t o  b e  a b l e  t o  e v a l u a t e  l i v e r  f u n c t i o n  w i t h  g r e a t e r  e f f i c i e n c y  
an d  r e l i a b i l i t y .  F o r  t h e r e  h a v e  b e e n  many i n s t a n c e s  i n  r e c e n t  
y e a r s ,  when t h e  u s e  o f  p l a s m a  enzyme l e v e l s  a s  l i v e r  f u n c t i o n  
t e s t s  h a v e  f a i l e d  t o  d e t e c t  d r u g - i n d u c e d  h e p a t o t o x i c i t y  o r  t o  
t h e  c o n t r a r y  h a v e  g i v e n  f a l s e  i n d i c a t i o n s  o f  p o t e n t i a l  l i v e r  
d a m a g e .
P r e a l b u m i n  i s  a  t e t r a m e r i c  p r o t e i n ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o f  6 0 , 0 0 0  ( H a r r i s ,  1 9 7 4 ) ,  w h i c h  i s  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  
l i v e r  a n d  i s  s e c r e t e d  i n t o  t h e  b l o o d  p l a s m a . a s  a  f u n c t i o n a l
p r o t e i n , .  I t s  name r e f l e c t s  i t s  e l e c t r o p h o r e t i c  m i g r a t i o n  
r e l a t i v e  t o  a l b u m i n ,  i . e .  i t  m i g r a t e s  f a s t e r  t h a n  a l b u m i n  
a t  pH 8 . 6 .  I t  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  ( H a r r i s ,  1 9 7 4 )  a s  a  
t h y r o x i n e - b i n d i n g  p r o t e i n  w i t h  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  t o  t h o s e  
o f  a l b u m i n , b u t  i s  e s p e c i a l l y  a c t i v e  i n  t h e  b i n d i n g  o f  t r i -  
a n d  t e t r a - i o d o t h y r o n i n e  (Goodm an,  q 9 7 6 ) .  The s h o r t  h a l f - l i f e  
o f  p r e a l b u m i n ,  1 . 9  d a y s ,  m a k e s  i t  a  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  
a ny  c h a n g e s  a f f e c t i n g  i t s  s y n t h e s i s  a n d  c a t a b o l i s m  s u g g e s t e d  
i n  C h a p t e r  F i v e ,  a n d  f o r  t h i s  r e a s o n  s e r u m  p r e a l b u m i n
c o n c e n t r a t i o n  i s  a  t r u e  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n .
The a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i s  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  
i n  p a t i e n t s  who h a v e  i n g e s t e d  a n  o v e r d o s e  o f  h e p a t o t o x i c  d r u g s ,  
s u c h  a s  p a r a c e t a m o l  o f  D i s t a l g e s i c .  P a r a c e t a m o l ,  w hen  t a k e n  i n  
o v e r d o s e ,  p r o d u c e s  h e p a t i c  n e c r o s i s  b y  a  d i r e c t  a c t i o n  on  t h e  
l i v e r  ( P o t t e r ,  1 9 7 3 :  M c J u n k i n ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  damage  i s  d o s e  
r e l a t e d  ( C h a p t e r  O n e ) .  The d r u g  i s  m e t a b o l i s e d  t o  r e a c t i v e  
. i n t e r m e d i a t e s  w h i c h  may i n i t i a t e  a u t o x i d a t i o n  a n d  p r o g r e s s i v e  
h e p a t o c e l l u l a r  dam age  o r  may b e  d e t o x i c a t e d  b y  c o n j u g a t i o n  
w i t h  g l u t a t h i o n e .  I t  i s  a t  t h e  o c c u r r e n c e  o f  p r o g r e s s i v e  
h e p a t o c e l l u l a r  i n j u r y  t h a t  l i v e r  e n z y m e s  a r e  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
c i r c u l a t i n g  b l o o d ,  b u t  when  h e p a t o c e l l u l a r  dam age  h a s  b e c o m e  
s o  e x t e n s i v e  t h a t  t h e  e n z y m e s  a r e  no  l o n g e r  b e i n g  s y n t h e s i s e d
b y  t h e  l i v e r  c e l l s ,  t h e  s e r u m  e n zy m e  l e v e l s  b e g i n  t o  f a l l ,
e v e n  t h o u g h  t h e  l i v e r  may n o t  b e  f u n c t i o n i n g  n o r m a l l y .  ' I n  
c o n t r a s t ,  b l o o d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r e a l b u m i n  a p p e a r  t o  b e  a  
g o o d  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n  b o t h  a t  t h e  e a r l y  a n d  l a t e  s t a g e s  
• o f  h e p a t i c  n e c r o s i s ,  a n d  t h e  s e r u m  p r e a l b u m i n  l e v e l s  f a l l  a s  
t h e  d a m ag e d  l i v e r  f a i l s  t o  s y n t h e s i s e  t h e  p r o t e i n  i n  a m o u n t s  
s u f f i c i e n t  t o  m a i n t a i n  t h e  n o r m a l  b l o o d  c o n c e n t r a t i o n .
I n  t h e  G u i l d f o r d  a r e a  s e v e r e  o v e r d o s i n g  w i t h  p a r a c e t a m o l  
was  i n f r e q u e n t .  N um erous  p a t i e n t s  w e r e  a d m i t t e d  w i t h  
s u s p e c t e d  p a r a c e t a m o l  o v e r d o s e  b u t  m o s t  h a d  u n d e t e c t a b l e  o r  
m i n i m a l  b l o o d  l e v e l s  o f  t h e  d r u g .
M os t  p a t i e n t s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  s u r v i v e d ,  
s u f f e r i n g  o n l y  m i n i m a l  a n d  r e v e r s i b l e  l i v e r  d a m a g e ,  a s  show n  
by  r o u t i n e  b l o o d  b i o c h e m i s t r y .
E x p e r i m e n t a l
C ase  One
The  s u b j e c t  o f  t h e  s t u d y  w as  a  f e m a l e  ( G . A . ) ,  50 y e a r s  
o l d ,  who p r e s e n t e d ,  h a v i n g  b e e n  f o u n d  u n c o n s c i o u s  a t  
home.  T h e r e  w e r e  v e n e p u n c t u r e  m a r k s  i n  . b o t h  a r m s .  She  
i s  known t o  h a v e  t a k e n  o v e r d o s e s  i n  t h e  p a s t ,  t h e r e  w as  
no  h i s t o r y  o f  t h e  m i s u s e  o f  d r u g s .
On e x a m i n a t i o n ,  t h e  p a t i e n t  was  d e e p l y  u n c o n s c i o u s  w i t h  
a  b l o o d  p r e s u r e  o f  8 0 / 0 .  T h e r e  w e r e  some i n d u r a t e d  a n d  
b l i s t e r e d  a r e a s  o n  t h e  l e f t  a n k l e  a n d  r i g h t  t h i g h  
s u g g e s t i v e  o f  b a r b i t u r a t e  b l i s t e r s .  R e f l e x e s  w e r e  a b s e n t ,  
a p a r t  f r o m  b o t h  k n e e  j e r k s .  P u p i l s  w e r e  s m a l l  a n d  f i x e d .  
The f u n d i  w e r e  p r o b a b l y  n o r m a l ,  a l t h o u g h  t h e r e  w e r e  e a r l y  
c a t a r a c t s .
B l o o d  b i o c h e m i s t r y  sh o w e d  t h a t  p l a s m a  e l e c t r o l y t e  l e v e l s  
w e r e  n o r m a l  b u t  t h e  s e r u m  p a r a c e t a m o l  c o n c e n t r a t i o n  w as  
1 . 9  m m o l /1 ,  w e l l  a b o v e  t h e  r a n g e  p r e d i c t i v e  o f  s e v e r e  
l i v e r  d a m a g e .
S h e . w a s  i n t u b a t e d  b u t  d i d  n o t  r e q u i r e  v e n t i l a t i o n ,  a n d  
w as  t r e a t e d  w i t h  i n t r a v e n o u s  f l u i d s ,  i n c l u d i n g  50 g r a m s  
o f  g l u c o s e ,/ a s  t h e  b l o o d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  was  
u n d e t e c t a b l e .  S e v e r a l  h o u r s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n ,  t h e  
p a t i e n t  w a s  r e s p o n d i n g  t o  p i n  p r i c k  a n d  t o  t r a c h e a l  
s u c t i o n ,  b u t  w as  s t i l l  h y p o t e n s i v e  a n d  w as  t r e a t e d  w i t h  
d o p a m in e  i n f u s i o n  w h i c h  m a i n t a i n e d  h e r  s y s t o l i c  b l o o d  
p r e s s u r e  a t  a r o u n d  1 0 0 .  B l o o d  b i o c h e m i s t r y  w as  p e r f o r m e d  
o n  s u b s e q u e n t  d a y s  b y  V i c k e r s  a u t o m a t i c  a n a l y s i s .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  s e r u m ' w e r e  d e t e r m i n e d  by  
M a n c i n i  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  u s i n g  m o n o s p e c i f i c  a n t i -  
s e r u m  t o  human p r e a l b u m i n  ( C h a p t e r  F i v e ) .
On d a y  1 a f t e r  p r e s e n t a t i o n ,  h e r  e l e c t r o l y t e s  w e r e  n o r m a l  
b u t  p l a s m a  enzym e  c o n c e n t r a t i o n s  i n d i c a t e d  t h e  r a p i d  o n s e t  
o f  l i v e r  d a m a g e ,  a n d  b e c a m e  p r o g r e s s i v e l y  a b n o r m a l .  The 
p a t i e n t  w e n t  i n t o  r e n a l  f a i l u r e ,  w i t h  a  u r i n e  o u t p u t  o f  
l e s s  t h a n  10 ml p e r  d a y .  An e l e c t r o e n c e p h a l o g r a m  a t  t h i s  
s t a g e  s h o w e d  d i f f u s e  e n c e p h a l o p a t h y ,  p r o b a b l y  d u e  t o  l i v e r  
damage  o r  d u e  t o  p r o l o n g e d  h y p o g l y c a e m i a  b e f o r e  a d m i s s i o n .
On d a y  5 t h e  p a t i e n t  i m p r o v e d  s u c h  t h a t  s h e  w o u l d  o p e n  h e r  
e y e s  on  command, a n d  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  p u l s e  w e r e  s t a b l e . 
The f o l l o w i n g  d a y  ( d a y  6 )  s h e  b e c a m e  m ore  u n c o n s c i o u s  
( h e p a t i c  coma)  a n d  s e v e r e  p e r i p h e r a l  oedem a  d e v e l o p e d .
F u l l  s u p p o r t i v e  t h e r a p y  w a s  c o n t i n u e d .  H e r  c o n d i t i o n  
r e m a i n e d  more  o r  l e s s  u n c h a n g e d  u n t i l  h e r  d e a t h  15 d a y s  a f t e r  
p r e s e n t a t i o n .
O t h e r  C a s e s
S e v e r a l  o t h e r  c a s e s  o f  a c u t e  p a r a c e t a m o l  o v e r d o s e  
w e r e  s t u d i e d .  A l l  o f  t h e  f o l l o w i n g  p a t i e n t s  p r e s e n t e d  
t o  t h e  A c c i d e n t  D e p a r t m e n t  o f  Guys  H o s p i t a l ,  L o n d o n .
, S e ru m  a n d  p l a s m a  was  c o l l e c t e d  d a i l y  by h o s p i t a l  s t a f f  
a n d  r o u t i n e  a n a l y s i s  p e r f o r m e d  a t  Guys H o s p i t a l  P o i s o n s  
U n i t .  P r e a l b u m i n  w as  d e t e r m i n e d  on  s t o r e d  s a m p l e s  ( - 4 0 ° C )  
s e n t  f r o m  L o n d o n  t o  G u i l d f o r d ,  by  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  
C h a p t e r  F i v e .
I n  t o t a l ,  n i n e  o t h e r  p a t i e n t s  w e r e  s t u d i e d .  A l l  p a t i e n t s  
h a d  p l a s m a  p a r a c e t a m o l  c o n c e n t r a t i o n s  a c c e p t e d  t o  c a u s e  
h e p a t o t o x i c i t y , i . e .  g r e a t e r  t h a n  1 . 2  m m o l /1  f o u r  h o u r s  
a f t e r  t h e  o v e r d o s e .
R e s u l t s  a n d  ' D i s c u s s i o n
C a s e  One
The  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  o t h e r  b l o o d  b i o c h e m i s t r y
a r e  shown g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e s  6 . 1  a n d  6 . 2 .  P r e a l b u m i n
;
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  ( 0 . 1 5  -  0 . 4 5  g / 1 )  
o n  t h e  f i r s t  day  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .  By t h e  s e c o n d  day  
t h e  l e v e l  o f  p r e a l b u m i n  h a d  f a l l e n ,  a n d  b y  t h e  t h i r d  d a y  
a f t e r  p r e s e n t a t i o n ,  t h e  l e v e l  was  50% d e c r e a s e d .  As t h e  
l i v e r  f u n c t i o n  d e t e r i o r a t e d  t h e  s e r u m  p r e a l b u m i n  w as  
f u r t h e r  d e c r e a s e d ,  a n d  no  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o u l d  b e  
d e t e c t e d  s h o r t l y  b e f o r e  t h e  p a t i e n t  d i e d .
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (AST) a c t i v i t y  r o s e  s h a r p l y  
a f t e r  t h e  o v e r d o s e ,  a n d  24 h o u r s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n ,  w as  
. 50 t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h e  u p p e r  n o r m a l  l e v e l .  A t  48  h o u r s  
t h e  a c t i v i t y  h a d  r i s e n  t o  200  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h e  n o r m a l
F i g u r e  6 . 1
B l o o d  p r o t e i n  l e v e l s  f o l l o w i n g  a c u t e  p a r a c e t a m o l  p o i s o n i n g
P l a s m a
A lb u m in
C o n c e n t r a t i o n
g / 1
Serum
P r e a l b u m i n
C o n c e n t r a t i o n
g / 1
40
20
10
Time a f t e r  o v e r d o s e  ( d a y s )
Se rum  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  ( g / 1  , a n d  p l a s m a
a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  ( g / 1 )  ( a  ) a r e  sh o w n  f o l l o w i n g  
o v e r d o s a g e  w i t h  p a r a c e t a m o l .
F i g u r e  6 . 2  :
P l a s m a  enzym e  l e v e l s  f o l l o w i n g  a c u t e  p a r a c e t a m o l  p o i s o n i n g
A s p a r t a t e
Amino­
t r a n s f e r a s e
A c t i v i t y
IU./1
A l k a l i n e
P h o s p h a t a s e
A c t i v i t y
I U / 1
8000 800
4004000
10
Time a f t e r  o v e r d o s e  ( d a y s )
P l a s m a  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  ( I U / 1 )  ( cx-o ) ,
a n d  p l a s m a  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  ( I U / 1 )  ( Qj-a ). a r e
shown, f o l l o w i n g  o v e r d o s a g e  w i t h  p a r a c e t a m o l .
l e v e l . '  H o w e v e r ,  a f t e r  t h i s  t i m e  AST a c t i v i t y  s t a r t e d  
t o  f a l l  a n d  b y  day  4 a f t e r  p r e s e n t a t i o n , . i t s  a c t i v i t y  i n .  
s e r u m  w as  o n l y  .5 t i m e s  t h e  n o r m a l  l e v e l .  The  p l a s m a  
a c t i v i t y  o f  t h i s  en zy m e  c o n t i n u e d  t o  d e c r e a s e  u n t i l  t h e  
p a t i e n t  d i e d .  The a c t i v i t y  o f  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
c l e a r l y  w a s  n o t  a  r e l i a b l e  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i n  
t h i s  c a s e ,  b u t  d i d  i n d i c a t e  t h e  d e g r e e  o f  h e p a t o c e l l u l a r  
dam age  i n  t h e  i n i t i a l  p h a s e .
R i s i n g  p l a s m a  l e v e l s  o f  b i l i r u b i n  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
(ALP) s u p p o r t e d  t h e  c l i n i c a l l y  o b s e r v e d  d e t e r i o r a t i o n  i n  
t h e  p a t i e n t ’s  c o n d i t i o n .  The b i l i r u b i n  l e v e l  w as  s l o w  t o  
i n c r e a s e ,  a t  f i r s t ,  b u t  r o s e  t o  g r e a t e r  t h a n  15 t i m e s  t h e  
n o r m a l  l e v e l  b e f o r e  d e a t h .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w as  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d  u n t i l  4 d a y s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .
B e f o r e  d e a t h ,  a c t i v i t y  w as  d o u b l e  t h e  n o r m a l  l e v e l  i n  
p l a s m a .
The  c o n c e n t r a t i o n  o f  p l a s m a  a l b u m i n  d e c r e a s e d  s l i g h t l y  b u t  
t h e  l e v e l  was  n o t  g r e a t l y  a b n o r m a l  e v e n  b e f o r e  d e a t h .  T h i s  
i n d i c a t e s  t h a t  l i t t l e  p r o t e i n  w as  l o s t  f r o m  t h e  c i r c u l a t i o n  
du e  t o  a b n o r m a l  r e n a l  f a i l u r e .  The  l o n g  h a l f - l i f e  o f  
a l b u m i n  c a u s e s  t h i s  p r o t e i n  t o  b e  a n  i n s e n s i t i v e  i n d e x  o f  
l i v e r  f u n c t i o n  c o m p a r e d  w i t h  p r e a l b u m i n .
P r o t h r o m b i n  t i m e  w as  d e t e r m i n e d  r o u t i n e l y  a n d  s e r i a l  
m e a s u r e m e n t s  s h o w e d  t h a t  t h e  l i v e r  w as  s e v e r e l y  d a m a g e d  i n  
t h e  i n i t i a l  p h a s e .  H o w e v e r ,  p r o t h r o m b i n  t i m e  b e g a n  t o  
r e t u r n  t o  n o r m a l  on s u b s e q u e n t  d a y s  f o l l o w i n g  v i t a m i n  K 
t h e r a p y , t h e r e b y  g i v i n g  a  f a l s e  i m p r e s s i o n  t h a t  t h e  
d a m ag e d  l i v e r  w as  r e c o v e r i n g .
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  
a p p e a r e d  t o  b e  a  m o re  r e l i a b l e  i n d e x  o f  l i v e r  
f u n c t i o n  t h a n  w e r e  p l a s m a  e n z y m e s ,  p l a s m a  a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n  o r  p r o t h r o m b i n  t i m e s .  Now t h a t  t h i s  
i n d i c a t o r  o f  l i v e r  damage c a n  r e a d i l y  b e  q u a n t i t a t i v e l y  
d e t e r m i n e d  i t  w o u l d  s e e m  d e s i r a b l e  t o  i n c l u d e  i t  i n  t h e  
r o u t i n e  b i o c h e m i c a l  a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  f u n c t i o n  t h a t  i s  
made i n  c a s e s  o f  d r u g  o v e r d o s a g e ,  o r  t h a t  i s  e m p l o y e d  t p  
m o n i t o r  s a f e t y  d u r i n g  c l i n i c a l  t r i a l s  w i t h  new d r u g s .
O t h e r  C a s e s
The  r e s u l t s  o f  tw o  o t h e r  c a s e s  w h e r e  o t h e r  b l o o d  
p a r a m e t e r s  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  c o m p a r i s o n . w i t h  p r e a l b u m i n  
a r e  shown i n  F i g u r e  6 . 3  (BL) a n d  F i g u r e  *6.4 ( J W ) .
P a t i e n t s  a l s o  p r e s e n t e d  w i t h  o v e r d o s e  o f  p a r a c e t a m o l ,  
w h e r e  s e r u m  w as  s e n t  t o  G u i l d f o r d  f r o m  L o n d o n ,  b u t  
i n a d e q u a t e  o r  no  o t h e r  b l o o d  p a r a m e t e r s  w e r e  m e a s u r e d .
The  r e s u l t s  o f  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  show n  i n  
F i g u r e  6 . 5 ,
I n  F i g u r e  6 . 3  t h e  p a t i e n t  h a d  h i g h  a c t i v i t i e s  o f  a s p a r t a t e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  p r o l o n g e d  p r o t h r o m b i n  t i m e  a s  
e x p e c t e d  d u r i n g  a p e r i o d  o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e .  The  
AST a c t i v i t y  b e g a n  t o  f a l l  t o w a r d s  n o r m a l  l e v e l s  w i t h i n  
t h e  f i r s t  dew d a y s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p a t i e n t .  
P r o t h r o m b i n  t i m e  s h o w e d  m o s t  a b n o r m a l i t y  tw o  t o  f o u r  d a y s  
a f t e r  t h e  o v e r d o s e  a n d  t h e n  r e t u r n e d  t o  n o r m a l  a f t e r  s i x  
d a y s .
F i g u r e  6 . 3
BXood P a r a m e t e r s  f o l l o w i n g  P a r a c e t a m o l  O v e r d o s e
i n  P a t i e n t  B L
P r o t e i n
C o n c e n t r a t i o n
( g / 1 )
o r  Enzyme A c t i v i t y
( I U / 1 )
80
40
P r o t h r o m b i n  
Time R a t i o
1 JL
8 10
D ays  a f t e r  o v e r d o s e
P l a s m a  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  ( I U / 1 )  ( o —o  ) ,  
s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  ( g / 1 )  ( • —•  ) a n d  p r o t h r o m b i n  
t i m e  ( p a t i e n t / c o n t r o l  r a t i o )  ( ■—«■ ) a r e  sh o w n  f o l l o w i n g  
p a r a c e t a m o l  o v e r d o s a g e .
F i g u r e  6 . 4
P r e a l b u m i n  C o n c e n t r a t i o n , A s p a r t a t e  A m i n o t r a n s f e r a s e
A c t i v i t y  a n d  P r o t h r o m b i n  Time F o l l o w i n g
P a r a c e t a m o l  O v e r d o s e  ( P a t i e n t  J . W . )
Se ru m  P r o t e i n  
C o n c e n t r a t i o n
( g / 1 )
o r  Enzyme A c t i v i t y
( I U / 1 )
P r o t h r o m b i n  
Time R a t i o
80
40
10
Days  a f t e r  o v e r d o s e
P l a s m a  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  ( I U / 1 )  ( o—o  ), 
s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  ( g / 1 )  ( ® ) a n d  p r o t h r o m b i n  
t i m e  ( p a t i e n t / c o n t r o l  r a t i o )  ( h—a  ) a r e  shown f o l l o w i n g  
p a r a c e t a m o l  o v e r d o s a g e .
F i g u r e  6 . 5
P r e a l b u m i n  C o n c e n t r a t i o n  i n  S e v e r a l  P a t i e n t s  f o l l o w i n g
P a r a c e t a m o l  O v e r d o s e
P r e a l b u m i n
C o n c e n t r a t i o n
( g / 1 )
0 2 64
Days  a f t e r  o v e r d o s e
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  on  
p r e s e n t a t i o n  b u t  a  r a p i d  a n d  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  
c o n c e n t r a t i o n  h a d  o c c u r r e d  w i t h i n  36 h o u r s  o f  
p r e s e n t a t i o n .  As t h e  d am ag ed  l i v e r  r e c o v e r e d ,  
p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  r e t u r n e d  t o  t h e  n o r m a l  
r a n g e .
The r e s u l t s  o f  p a t i e n t  JW ( F i g u r e  6 . 4 )  show  a  s i m i l a r  
t r e n d  t o  t h o s e  o f  t h e  p a t i e n t  BL ( F i g u r e  6 . 3 ) .  A g a i n  
AST b e c a m e  g r o s s l y  e l e v a t e d  b e f o r e  r e t u r n i n g  t o  n o r m a l .  
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  f e l l  a f t e r  t h e  o v e r d o s e  b e f o r e  
r e t u r n i n g  t o  t h e  n o r m a l  r a n g e  u p o n  r e c o v e r y .  P l a s m a  
a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  r e m a i n e d  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  
i n  t h i s  p a t i e n t .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  o b s e r v e d  t o  f a l l  i n  t h e  
s e r u m  o f  a  f u r t h e r  f i v e  p a t i e n t s  a  s h o r t  t i m e  a f t e r  
p a r a c e t a m o l  o v e r d o s e  ( F i g u r e  6 . 5 ) .
Summary a n d  C o n c l u s i o n
I n  a  f e m a l e  p r e s e n t i n g  w i t h  an  o v e r d o s e  o f  p a r a c e t a m o l  
a n d  d e x t r o p r o p o x y p h e n e /  s e r u m  p r e a l b u m i n  l e v e l s  w e r e  c o m p a r e d  
w i t h  r o u t i n e  p l a s m a  enzyme d e t e r m i n a t i o n s  i n  t h e  a s s e s s m e n t  
o f  t h e  p a t i e n t ’s  c o n d i t i o n .  T he  p l a s m a  a s p a r t a t e  a m i n o ­
t r a n s f e r a s e  r e t u r n e d  t o  n o r m a l  l e v e l s  a f t e r  3 d a y s ;  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  was  s l o w  t o  show i n c r e a s e s  i n  a c t i v i t y ,  a n d  s e r u m  
a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  t h r o u g h o u t .
I n  c o n t r a s t  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e d  
s i g n i f i c a n t l y  a f t e r  36 h o u r s  a n d  c o n t i n u e d  t o  d e c r e a s e  s h o w i n g  
t h e  c o u r s e  o f  f a i l i n g  l i v e r  f u n c t i o n  u n t i l  t h e  p a t i e n t ’ s  d e a t h ,  
15 d a y s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  shown t o  f a l l  a f t e r  o v e r d o s e  
o f  p a r a c e t a m o l  i n  s e v e n  o t h e r  p a t i e n t s . I n  t h e s e  p a t i e n t s  
dam age  du e  t o  p a r a c e t a m o l  was  n o t  s e v e r e  e n o u g h  t o  c a u s e  d e a t h .  
P r e a l b u m i n  l e v e l s  f e l l  a f t e r  t h e  o v e r d o s e  a n d  t h e n  r e t u r n e d  
t o  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n s  a s  t h e  p a t i e n t  r e c o v e r e d .
The p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e n z y m e s  o f  h e p a t i c  o r i g i n  
a r e  e s s e n t i a l l y  i n d i c a t i o n s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  l e a k a g e  a n d  
enzym e  i n d u c t i o n ,  a n d  do n o t  a l w a y s  a c t  a s  r e l i a b l e  i n d i c e s  
o f  l i v e r  f u n c t i o n .  I n  c o m p a r i s o n ,  p r e a l b u m i n  i s  a  f u n c t i o n a l  
p l a s m a  p r o t e i n  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  l i v e r ,  a n d ,  h a v i n g  s h o r t  
h a l f - l i f e ,  i s  t h u s  a  t r u e  a n d  r e l i a b l e  i n d e x  o f  l i v e r  
f u n c t i o n .  I t  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  a  m o s t  r e l i a b l e  b i o c h e m i c a l  
p a r a m e t e r  t o  d e t e r m i n e  a s  an  i n d i c a t o r  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i n  
d r u g  o v e r d o s e .
CHAPTER SEVEN
• CHAPTER SEVEN
ENZYME ACTIVITY -  TIME RELATIONSHIPS 
IN FOUR CASES OF HUMAN DISEASE
I n t r o d u c t i o n
The d e v e l o p m e n t  o f  a  d i s e a s e  p r o c e s s  c a n n o t  b e  a s s e s s e d  by  
a  s i n g l e  enzyme o r  p r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n .  F o r  t h i s  r e a s o n  a  
f ew  p a t i e n t s ,  s e l e c t e d  f r o m  t h e  p r e v i o u s  s t u d y  o f  en zy m e  V . 
a c t i v i t i e s  i n  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e s  ( C h a p t e r  F o u r )  w e r e  
a s s e s s e d  t h r o u g h o u t  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e i r  i l l n e s s .  Enzyme 
a c t i v i t i e s  a n d  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  a t  
v a r i o u s  o c c a s i o n s  t h r o u g h o u t  t h a t  p e r i o d .
Two p a t i e n t s  w i t h  m u l t i p l e  s e c o n d a r y  m e t a s t a s e s  i n  t h e  l i v e r  
w e r e  s e l e c t e d  a l o n g  w i t h  a  p a t i e n t  p r e s e n t i n g  w i t h  a n  a c u t e  
a t t a c k  o f  a l c o h o l  p o i s o n i n g .  A f o u r t h  p a t i e n t  r e p o r t e d  h e r e  
p r e s e n t e d  w i t h  c r e s c e n d o  a n g i n a  w h i c h  l e a d  t o  a  c a r d i a c  a r r e s t .
M e th o d s
P a t i e n t s  w e r e  b l e d  b y  v e n e s e c t i o n  a t  v a r i o u s  i n t e r v a l s  d u r i n g  
t h e  c o u r s e  o f  i l l n e s s .  Enzyme a c t i v i t i e s  an d  p r e a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( C h a p t e r  Two, C h a p t e r  F i v e ) .
C a s e  1
T h i s  67  y e a r  o l d  l a d y  p r e s e n t e d  w i t h  a  s i x  w eek  h i s t o r y  
o f  m a l a i s e  a n o r e x i a ,  u p p e r  a b d o m i n a l  d i s t e n t i o n  a n d  d y s p e p s i a .  
On e x a m i n a t i o n  s h e  w as  f o u n d  t o  h a v e  an  e n l a r g e d  l i v e r ,  i l  cm 
b e l o w  t h e  c o s t a l  m a r g i n .  T h e r e  w e r e  no  o t h e r  a b n o r m a l  
p h y s i c a l  s i g n s .
A l i v e r  s c a n  r e v e a l e d  t h e  g r o s s l y  e n l a r g e d  l i v e r  t o  h a v e  
m u l t i p l e  f i l l i n g  d e f e c t s  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  
m e t a s t a t i c  d i s e a s e .  A l i v e r  b i o p s y  w a s  p e r f o r m e d .  H i s t o l o g y  
s h o w e d  m e t a s t a t i c  a d e n o c a r c i n o m a  w i t h  a  p r i m a r y  s i t e  o f  t h e  
g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t .  She  w as  s t a r t e d  on  a  p a l l i a t i v e  
c o u r s e  o f  r a d i o t h e r a p y  b u t  d e t e r i o r a t e d  c o n s i d e r a b l e  a n d  
t r e a t m e n t  was  s t o p p e d .
The p a t i e n t  d i e d  f o u r  m o n t h s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .  A g r a p h  o f  
enzym e a c t i v i t y  a n d  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  a t  v a r i o u s  t i m e s  
d u r i n g  t h e  i l l n e s s  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  7 . 1 .
C a s e  2
T h i s  56 y e a r  o l d  l a d y  p r e s e n t e d  w i t h  a  tw o  m o n th  h i s t o r y  o f  
w e i g h t  l o s s ,  a n o r e x i a  a n d  a b d o m i n a l  p a i n .  On e x a m i n a t i o n  s h e  
w as  f o u n d  t o  h a v e  an  e n l a r g e d  l i v e r ,  6 cm b e l o w  t h e  c o s t a l  
m a r g i n .  A l i v e r  s c a n  s h o w e d  t h e  l i v e r  t o  h a v e  f i l l i n g  d e f e c t s  
c o m p a t i b l e  w i t h  m e t a s t a t i c  d i s e a s e .  A l i v e r  b i o p s y  w a s  
p e r f o r m e d ,  t h e  h i s t o l o g y  o f - w h i c h  s h o w e d  l a r g e l y  n e c r o t i c  
p o o r l y  d i f f e r e n t i a t e d  a d e n o c a r c i n o m a  i n  t h e  l i v e r .
Enzyme a c t i v i t i e s  a n d  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  sh o w n  i n  
F i g u r e  7 . 2 .
C a s e  3
T h i s  38  y e a r  o l d  a l c o h o l i c  man h a d  b e e n  a d m i t t e d  t o  h o s p i t a l  
on  p r e v i o u s  o c c a s i o n s  w i t h  c o n d i t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  h i s  h i g h  
a l c o h o l  i n t a k e . ,
On t h i s  o c c a s i o n  h e  w as  a d m i t t e d  t o  h o s p i t a l  h a v i n g  n o t i c e d  
i n c r e a s i n g  i c t e r u s .  He h a d  n o t  f e l t  w e l l  f o r  a  f e w  m o n t h s  
p r i o r  t o  a d m i s s i o n  b u t  a d m i t t e d  t o  a  l a r g e  a l c o h o l  i n t a k e  
( b o t t l e  o f  w h i s k y / g i n  p e r  d a y ) .
D u r i n g  h i s  f i r s t  f o u r  d a y s  on  t h e  w a r d  h i s  c o n d i t i o n  m a r k e d l y  . 
d e t e r i o r a t e d .  He b e c a m e  c o n f u s e d  a n d  d i s o r i e n t a t e d ,  h i s  J a u n d i c e  
d e e p e n e d  a n d  h e  b e ca m e  c o m a t o s e d .  T r e a t m e n t ,  w i t h  v i t a m i n *  /  
s u p p l e m e n t s ,  d i u r e t i c s  a n d  i n t r a v e n o u s  f o o d s t u f f s , a n t i b i o t i c s  
a n d  v i t a m i n  K when n e c e s s a r y ,  w as  c o n t i n u e d  t h r o u g h  t h e  p e r i o d  
o f  u n c o n s c i o u s n e s s .
S i x  d a y s  l a t e r  t h e  p a t i e n t ’ s  l e v e l  o f  c o n s c i o u s n e s s  i m p r o v e d  
a n d  h i s  J a u n d i c e  l e s s e n e d .  The p a t i e n t ’s  c o n d i t i o n  i m p r o v e d  
u n t i l  h i s  d i s c h a r g e ,  39 d a y s  a f t e r  a d m i s s i o n .
F o u r  m o n t h s  a f t e r  d i s c h a r g e  t h e  p a t i e n t  r e p r e s e n t e d  i n  h e p a t i c  
f a i l u r e  du e  t o  c o n t i n u e d  a l c o h o l  i n t a k e  a n d  s u b s e q u e n t l y  d i e d .  
( F i g u r e  7 . 3 ) .
C a s e  4 ,
T h i s  52  y e a r  o l d  man was  a d m i t t e d  t o  h o s p i t a l  f o l l o w i n g  a  t h r e e  
w eek  h i s t o r y  o f  c h e s t  p a i n .  On e x a m i n a t i o n  h i s  p u l s e  w as  
r e g u l a r ,  b l o o d  p r e s s u r e  w as  n o r m a l  a n d  t h e r e  w e r e  no  s i g n s  o f  
c a r d i a c  f a i l u r e .  C r e s c e n d o  a n g i n a  was  d i a g n o s e d  a n d  t h e  p a t i e n t  
t r e a t e d  w i t h  b e d  r e s t  a n d  a  b e t a  b l o c k e r .
T w e n t y f o u r  h o u r s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n  t h e  p a t i e n t  c o l l a p s e d  w i t h  
c a r d i a c  a r r e s t  a n d  was  f o u n d  t o  b e  i n  v e n t r i c u l a r  f i b r i l l a t i o n .
He was  r e s u s c i t a t e d  w i t h  s u c c e s s .  An e l e c t r o c a r d i o g r a m  s h o w e d  
an  a n t e r i o r  m y o c a r d i a l  i n f a r c t .  He was  now h y p o t e n s i v e  a n d  i n  
c a r d i a c  f a i l u r e .
F o l l o w i n g  t h e  a t t a c k  t h e  p a t i e n t  w as  r e s t e d  a n d  m o b i l i z e d ,  i n  
d u e  c o u r s e ,  t o  c o m p l e t e  r e c o v e r y .  Enzyme a c t i v i t i e s  a n d  
p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  p l a s m a  o f  t h i s  p a t i e n t  a r e  sh o w n -  
i n  F i g u r e  7 . 4 .
R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n
N o rm a l  v a l u e s . f o r  e a c h  p a r a m e t e r  m e a s u r e d  a r e  sh o w n  i n  T a b l e  7 . 1 .  
C a s e  1
I n  f i g u r e  7 . 1  t h e  s e r u m  a c t i v i t y  o f  a l l  e n z y m e s  d e t e r m i n e d  
i n c r e a s e d  a s  t h e  i l l n e s s  p r o g r e s s e d .  T h i s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  
t h e  t i s s u e  i n  t h e  l i v e r  b e c o m i n g  m o re  a n d  m ore  n e c r o t i c  a s  n o r m a l  
t i s s u e  w as  r e p l a c e d  w i t h  c a r c i n o m a  t i s s u e .
G l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e  (GPN) a c t i v i t y  w as  g r e a t l y  e l e v a t e d  
i n  t h e  s a m p l e  t a k e n  s o o n  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .  A s u b s e q u e n t  f a l l  i n  
a c t i v i t y  o f  t h i s  enzym e o v e r  t h e  f o l l o w i n g  few d a y s  o c c u r r e d .  T h i s  
may b e  due  t o  m a s s i v e  r e l e a s e  o f  t h i s  enzym e f o l l o w e d  b y  a  p e r i o d  
o f  r e s y n t h e s i s  i n  t h e  l i v e r .  F u r t h e r  l e a k a g e  o c c u r s  a s  t h e  
t i s s u e  b e c o m e s  n e c r o t i c .
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (AST) a c t i v i t i e s ,  a l t h o u g h  s l i g h t l y  
a b n o r m a l ,  do n o t  i n c r e a s e  g r e a t l y  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  t h e  i l l n e s s  
a l t h o u g h  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (ALT) r i s e s  f r o m  t h e  n o r m a l  
a c t i v i t y  t o  b e c o m e  a b n o r m a l l y  h i g h  a  s h o r t  t i m e  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  r i s e s  c o n s i s t a n t l y  a s  t h e  i l l n e s s  
p r o g r e s s e s ,  a s  e x p e c t e d ,  a n d  t h i s  h i g h  a c t i v i t y  s u p p o r t s  t h e  
v i e w  t h a t  t h i s  en zy m e  i s  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  h e p a t i c  c a r c i n o m a .
H ig h  a c t i v i t i e s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  
may b e  i n c r e a s i n g  c h o l e s t a s i s .
Table 7 . 1
N o rm a l  v a l u e s  o f  some b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  i n  human b l o o d
Enzyme R ange ( I U / 1 )
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e 0 - 4
A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e 5 - 27
G a m m a - g lu t a m y l  t r a n s f e r a s e ..- V'- . 3 - 25
5 ’ - N u c l e o t i d a s e . 0 - 8 . 5
O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e 0 - 3 . 5
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e 66 - 300
A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e 6 — 40
The v a l u e s  q u o t e d  a p p l y  t o  t h e  e n zy m e s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  Two.
Enzyme A c t i v i t i e s  a n d  S e ru m  P r e a l b u m i n '  C o n c e n t r a t i o n  i n
e a l y  S e c o n d a r y  C a r c i n o m a  o f  t h e  L i v e r  ( C a s e  1 )
P r e a l b u m i n
c o n c e n t r a t i o n
(m g /1 0 0  m l )
a n d  enzym e
a c t i v i t i e s  120
( I U / 1 )
80
[ 3“
40
60181410
Days  a f t e r  p r e s e n t a t i o n
•  - G l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e
°  A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e
▼ A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( x  0 . 1 )
°  A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e
m I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e
v
P r e a l b u m i n  ( x  5 )
Enzyme A c t i v i t i e s  a n d  S e ru m  P r e a l b u m i n  C o n c e n t r a t i o n  i n
C a r c i n o m a  o f  t h e  L i v e r  ( C a s e  2 )
P r e a l b u m i n
c o n c e n t r a t i o n
(m g / 1 0 0  m l )
a n d  Enzyme 60
A c t i v i t y
( I U / 1 )
20
2114
Days  a f t e r  p r e s e n t a t i o n
K e y :
□ A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
© G l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  ( x  0 . 2 5 )  
O A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e
3  I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e
V P r e a l b u m i n
F i  g u r e  7 . 3  -
Enzyme A c t i v i t i e s  a n d  S e ru m  P r e a l b u m i n  C o n c e n t r a t i o n  i n  
A l c o h o l  O v e r d o s e  ( C a s e  3 )
P r e a l b u m i n
c o n c e n t r a t i o n
(m g /1 0 0  m l )
a n d  Enzyme
A c t i v i t y  250
( I U / 1 )
150
50
10 40
Days  a f t e r  p r e s e n t a t i o n
K e y :
•  G l y c y l p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  
e  A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
T A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( x  0 . 2 5 )  
_ I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e
P r e a l b u m i n  ( x  4 )
F igure 7 .4
Enzyme A c t iv i t i e s  and Serum Prealbum in C on cen tra tion
f o l l o w in g  M y o card ia l  I n f a r c t i o n  and C a rd ia c  A r r e s t  (C ase  4 )
P re a lb u m in
c o n c e n t r a t i o n
( mg/100ml) and 
Enzyme A c t i v i t y  
( IU /1 )  100
60
20
A r r e s t Days a f t e r  P r e s e n t a t i o n
□ A s p a r ta t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (x  0 .3 )
▼ A lk a l in e  p h o s p h a ta s e  (x  0 .2 5 )
•  G l y c y lp r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e
o A la n in e  a m i n o t r a n s f e r a s e
■ I s o c i t r a t e  dehy d ro g en ase
V P re a lb u m in
The s e r u m  a c t i v i t y  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w as  i n i t i a l l y  
i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  b u t  a  s t e a d y  e l e v a t i o n  i n  a c t i v i t y  was  
o b s e r v e d  a s  t h e  d i s e a s e  p r o g r e s s e d .  A c t i v i t y  w as  m o re  t h a n  
s i x  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  . the  u p p e r  n o r m a l  l i m i t ,  s i x t y  d a y s  . a f t e r  
p r e s e n t a t i o n ,  w h e r e a s  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e ,  a l a n i n e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w e r e  l e s s  t h a n  d o u b l e  
t h e  u p p e r  n o r m a l  a c t i v i t y  a t  t h i s  t i m e .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  ICD 
a c t i v i t y  i s  a  s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  c e l l u l a r  damage  i n  
h e p a t i c  c a r c i n o m a .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  s e r u m  w e r e  s l i g h t l y  b e l o w  t h e  
n o r m a l  r a n g e  o n  p r e s e n t a t i o n  b u t  w i t h i n  t h r e e  d a y s  t h e  
p r e a l b u m i n  l e v e l  h a d  r e d u c e d  t o  a  q u a r t e r  o f  i t s  i n i t i a l  
c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  lo w  l e v e l  w as  t h e n  m a i n t a i n e d  u n t i l  t h e  
f i n a l  s t a g e s  o f  t h e  i l l n e s s .
C ase  2
I n  t h i s  s e c o n d  c a s e  o f  s e c o n d a r y  c a r c i n o m a  o f  t h e  l i v e r  t h e  
d i s e a s e  p r o c e s s  w as  a t  a  m ore  a d v a n c e d  s t a g e  t h a n  i n  t h e  c a s e  
j u s t  r e p o r t e d  ( c a s e  1 ) .  ( F i g u r e  7 . 2 )  M a s s i v e  e l e v a t i o n  i n  
GPN a c t i v i t y  w as  o b s e r v e d  a n d  t h i s  c o n t i n u e d  t o  r i s e  i n  s e r u m  
u n t i l  t h e  p a t i e n t s  d e a t h .
On t h e  o t h e r  h a n d ,  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  b e c a m e  
l e s s  w i t h  p r o g r e s s i o n  o f  t h e  i l l n e s s .  T h i s  w as  p r o b a b l y  d u e  
t o  a  c o m p l e t e  r e l e a s e  o f  t h e  enzym e  f r o m  t h e  d a m ag e d  l i v e r  
c e l l s  w h i c h  w e r e  u n a b l e  t o  s y n t h e s i s e  s u f f i c i e n t  q u a n t i t i e s  
o f  t h e  enzyme t o  m a i n t a i n  f u r t h e r  h i g h  b l o o d  l e v e l s .  A l a n i n e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  r e m a i n e d  a b o v e  t h e  n o r m a l  r a n g e .
Serum  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( IC D )  a c t i v i t y  w as  g r e a t l y  
e l e v a t e d a n d  c o n t i n u e d  t o  r i s e  u n t i l . t h e  p a t i e n t ' s  d e a t h ,  
when a c t i v i t y  was  g r e a t e r  t h a n  f i v e  t i m e s  t h e  u p p e r  n o r m a l  
l i m i t .  T h i s  s u p p o r t s  t h e  o b s e r v a t i o n  d e s c r i b e d  i n  C a s e  1 .
The lo w  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  w as  e v e n  m o re  m a r k e d  t h a n  i n  
C a s e  1 .  I n  a l l  d e t e r m i n a t i o n s  p r e a l b u m i n  l e v e l  w as  g r e a t l y  
r e d u c e d  a n d  c o u l d  h a r d l y  b e  d e t e c t e d  i n  s e r u m .
C ase  3 ( F i g u r e  7 . 3 )
When t h e  p a t i e n t  p r e s e n t e d ,  h i s  b l o o d  b i o c h e m i s t r y  w a s  
m a r k e d l y  a b n o r m a l .  T h i s  w a s  du e  t o  h e p a t i c  dam age  c a u s e d  b y  a  
h i g h  a l c o h o l  i n t a k e .  A s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  (AST) a c t i v i t y  
w as  g r e a t l y  e l e v a t e d ,  s u g g e s t i n g  a  l a r g e  d e g r e e  o f  h e p a t i c  
n e c r o s i s  a n d  c e l l  d a m ag e .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  (ALP) a c t i v i t y  
w as  a l s o  g r e a t l y  e l e v a t e d  a n d  t h e  p a t i e n t  was  j a u n d i c e d  
s u g g e s t i v e  o f  c h o l e s t a s i s .
I s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( ICD ) a c t i v i t y  w as  m o re  t h a n  10 t i m e s  
•above  t h e  u p p e r  n o r m a l  r a n g e .
The l e a k a g e  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  
e n z y m e s  i n t o  t h e  b l o o d  was  t h o u g h t  t o  b e  c a u s e d  b y  h e p a t o ­
c e l l u l a r  d a m a g e .  As t h e  p a t i e n t  a b s t a i n e d  f r o m  a l c o h o l  t h e  
n e c r o t i c  c e l l s  w e r e  r e p l a c e d  a l l o w i n g  t h e  d am ag ed  l i v e r  t o  
r e c o v e r .  The enzym e  a c t i v i t i e s  b e g a n  t o  f a l l  a n d  t h e  t h r e e  
e n zy m e s  AST, ALP a n d  ICD r e t u r n e d  t o  t h e  n o r m a l  r a n g e  a t . ,  
a l m o s t  t h e  same t i m e  a f t e r  a b s t i n e n c e .
S e ru m  GPN a c t i v i t y  w as  a l s o  g r e a t l y  e l e v a t e d  w hen  t h e  p a t i e n t  
• p r e s e n t e d  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  enzym e  c o n t i n u e d  t o  r i s e  
f o r  a  f u r t h e r  few  d a y s  a s  h i s  c o n d i t i o n  d e t e r i o r a t e d .  As t h e  
p a t i e n t  t h e n  b e g a n  t o  r e c o v e r  t h e  GPN a c t i v i t y  s u b s i d e d  b u t
s t i l l  r e m a i n e d  a b o v e  t h e  n o r m a l  r a n g e  when a l l . o t h e r  e n z y m e s  
i n v e s t i g a t e d  h a d  r e t u r n e d  t o  n o r m a l .
GPN a c t i v i t y  w as  e l e v a t e d  i n  a l c o h o l i c  p a t i e n t s  ( C h a p t e r  F i v e ) .
T h i s  may b e  d u e  t o  m i c r o s o m a l  i n d u c t i o n  o f  t h e  enzym e  b y  
a l c o h o l  o r  i t  may b e  due  t o  h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e .  I t  w as  . 
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  enzym e r e s e m b l e s  g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e  
i n  t h i s  r e s p e c t .
P r e a l b u m i n  l e v e l s  i n  t h e  s e r u m  o f  t h i s  p a t i e n t  c o r r e l a t e d  
w e l l  w i t h  t h e  c l i n i c a l  s e v e r i t y  o f  t h e  d i s e a s e .  On p r e s e n t a t i o n  
s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  was  j u s t  b e l o w  t h e  n o r m a l  r a n g e .  
O v e r  t h e  c o u r s e  o f  t h e  n e x t  few  d a y s  i t s  c o n c e n t r a t i o n  f e l l  
d r a m a t i c a l l y  a s  l i v e r  f a i l u r e  d e v e l o p e d .  L e v e l s  f i n a l l y  r o s e
a n d  r e t u r n e d  t o  n o r m a l  a s  t h e  c l i n i c a l  c o n d i t i o n  o f  t h e  p a t i e n t
i m p r o v e d .
C ase  4 ( F i g u r e  7 . 4 )
I n  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  
i s  known t o  i n c r e a s e  t o  v e r y  h i g h  l e v e l s  a b o v e  t h e  n o r m a l  
r a n g e .  T h i s  i s  d u e  t o  a  m a j o r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  enzym e  i n  
h e a r t  m u s c l e .  The enzym e l e a k s  f r o m  d a g e d  c e l l s  a f t e r  i n f a r c t i o n .  
I t  was  no  s u r p r i s e  t h e r e f o r e  t o  o b s e r v e  h i g h  a c t i v i t i e s  o f  
a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  f o l l o w i n g  t h e  c a r d i a c  a r r e s t  s u f f e r e d  
by  t h i s  p a t i e n t .  As t h e  dam aged  t i s s u e  r e p a i r e d  t h e r e  w as  a  
d e c l i n e  i n  b l o o d  a c t i v i t y .
A l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  h a s  a  s m a l l  d i s t r i b u t i o n  i n  h e a r t  
m u s c l e ,  an d  t h i s  enzym e a l s o  s h o w e d  e l e v a t i o n  i n  s e r u m  a c t i v i t y  
f o l l o w i n g  t h e  c a r d i a c  a r r e s t .  V a l u e s  r e t u r n e d  t o  n o r m a l  m o r e  
s l o w l y  t h a n  t h o s e  o f  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e .
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  b l o o d  i n c r e a s e d  c o n s i d e r a b l y  
a f t e r  t h e  a r r e s t .  A l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s o e n z y m e . p a t t e r n  
s h o w e d  i n c r e a s e s  a n  LDH o n e  a n d  tw o  i s o e n z y m e s  t y p i c a l  o f  
m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n  b u t  a l s o  i n  LDH f i v e  i s o e n z y m e  s u g g e s t i n g  
some h e p a t i c  i n v o l v e m e n t .
The s e r u m  a c t i v i t i e s  o f  g l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e  a n d  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  s t a y e d  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  d u r i n g  t h e  
i l l n e s s .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  
e n z y m e s  i n  t h e  h e a r t  i s  q u i t e  l o w .  T h i s  i s  known f o r  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  b u t  n o t  f o r  g l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e . A 
s m a l l  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  e n z y m e s  a f t e r  t h e  a r r e s t  
c a n  b e  e x p l a i n e d  by  e f f e c t s  on  t h e  l i v e r .  A c e r t a i n  d e g r e e  o f  
h y p o x i a  i n  t h e  l i v e r  r e s u l t s  f r o m  c a r d i a c  a r r e s t .  T h i s  g i v e s  
r i s e  t o  n e c r o s i s  o f  l i v e r  c e l l s  a n d  a  r e l e a s e  o f  e n z y m e s ,  t h e  
d e g r e e  o f  w h i c h  d e p e n d s  on  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  
d a m a g e .
' P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  r e m a i n e d  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  
t h r o u g h o u t  t h e  i l l n e s s .
C o n c l u s i o n s  1
E m p h a s i s  h a s  b e e n  p l a c e d  i n  e a r l i e r  C h a p t e r s  t h a t  e n z y m e s  a r e  
n o t  t r u e  i n d i c a t o r s  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  T h i s  s t u d y  h a s  . 
c o n f i r m e d  t h a t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  a l a n i n e  a m i n o ­
t r a n s f e r a s e  w e r e  g o o d  i n d i c a t o r s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e ,  w i t h  
g r e a t e r  s p e c i f i c i t y  t h a n  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e .  T h i s  f a c t  
i s  w e l l  kn o w n .  I t  h a s  a l s o  b e e n  show n  t h a t  ICD a c t i v i t y  may 
w e l l  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  h e p a t i c  c e l l  d a m a g e .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  
l i v e r  f u n c t i o n  ( C h a p t e r  F i v e  an d  C h a p t e r  S i x ) .  The p r e s e n t  
s t u d y  h a s  a l s o  i n v e s t i g a t e d  t h i s  f i n d i n g  a n d  s h o w e d  t h a t  t h e  
u s e  o f  p r e a l b u m i n  l e v e l s  a s  a  p r o g n o s t i c  t o o l ,  c o u l d  b e  v a l u a b l e .  
R e s u l t s  g i v e n  i n  t h i s  C h a p t e r  s u g g e s t  t h a t  p r e a l b u m i n  c o n c e n ­
t r a t i o n s ,  m e a s u r i n g  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  l i v e r  t o  f u n c t i o n  
n o r m a l l y ,  c o r r e l a t e s  w e l l  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  h e p a t o c e l l u l a r  
damage sh o w n  b y  e l e v a t e d  enzym e a c t i v i t i e s . P r e a l b u m i n  t h u s  • 
a p p e a r s  t o  b e  an  o b j e c t i v e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  c l i n i c a l  s t a t e  
o f  t h e  l i v e r  a n d  i t s  f u n c t i o n s .
CHAPTER EIGHT
CHAPTER EIGHT
INVESTIGATION OF SERUM PREALBUMIN CONCENTRATION 
FOLLOWING ACUTE DRUG HEPATOTOXICITY IN 
■ THE ' MOUSE
I n t r o d u c t i o n
The e l e c t r o p h o r e s i s  o f  m ouse  s e r u m  on  c e l l u l o s e  a c e t a t e  a t  pH . 
8 . 6  e n a b l e s  v i s u a l  d e t e c t i o n  o f  m ouse  p r e a l b u m i n  ( R e u t e r ,  1 9 6 6 ) .  
P e r s o n a l  e x p e r i e n c e  h a s  p r o v e d  t h a t  m ouse  p r e a l b u m i n  d o e s  n o t  
c r o s s  r e a c t  w i t h  human a n t i p r e a l b u m i n  a n t i s e r u m  a t  a  l e v e l  
s u f f i c i e n t  t o  b e  a  u s e f u l  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n .  
C o m m e r i c a l l y  p r e p a r e d  a n t i s e r a  t o  a n i m a l  p r e a l b u m i n  a r e  n o t  
a v a i l a b l e .  O n ly  q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  i n  
m ouse  s e r u m  i s  p o s s i b l e  w i t h  t h e  s e m i - q u a n t i t i v e  s c a n n i n g  o f  
t h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  s t r i p  a s s i s t i n g  t h e  i n t e r p r e t a t i o n .
M e th o d
Tw en ty  f o u r  m a l e  a l b i n o  m i c e ,  w e i g h t  30 t o  40 g ,  w e r e  
r a n d o m i s e d  i n t o  s i x  g r o u p s ,  e a c h  o f  f o u r  m i c e .  A l l  m i c e  w e r e  
m a i n t a i n e d  u n d e r  n o r m a l  a n i m a l  h o u s e  c o n d i t i o n s  a n d  a l l o w e d  
f o o d  a n d  w a t e r  ad  l i b i t u m .
The f i v e  a n i m a l s  i n  g r o u p  o n e  w e r e  i n t r a p e r i t o n e a l l y  d o s e d  w i t h  
c o r n  o i l .  A n i m a l s  i n  g r o u p  two w e r e  g i v e n  a  s i n g l e  i n t r a -  
p e r i t o n e a l  d o s e  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  c o r n  o i l ,  ( 3 5 0  m g / k g ) .  
A n i m a l s  i n  g r o u p  t h r e e  w e r e  a l s o  d o s e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  c o r n  o i l  ( 5 0  m g / k g ) . " -
A n i m a l s  i n  g r o u p s  f o u r  a n d  f i v e  w e r e  d o s e d  o r a l l y  w i t h  
p a r a c e t a m o l  i n  gum t r a g a c a n t h  (1% w / v )  a t  d o s e s  o f  600 m g /k g  
a n d  300 m g / k g  r e s p e c t i v e l y  on  a  s i n g l e  o c c a s i o n .  G roup  s i x  
m i c e  w e r e  c o n t r o l  a n i m a l s ,  o r a l l y  d o s e d  w i t h  gum t r a g a c a n t h  
(1% v / v ) .
F o r t y  e i g h t  h o u r s  a f t e r  d o s i n g ,  a l l  a n i m a l s  w e r e  b l e d  u n d e r  
l i g h t  e t h e r  a n a e s t h e s i a  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e  a n d  k i l l e d  b y  
c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n .  L i v e r s  w e r e  t h e n  r e m o v e d  a n d  p r e s e r v e d  
i n  f o r m y l  s a l i n e  s o l u t i o n  (10%) f o r  h i s t o l o g y .  B l o o d  was  . 
a l l o w e d  t o  c l o t  a t  room t e m p e r a t u r e  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  t o  
c o l l e c t  s e r u m .
P r e a l b u m i n  w as  i d e n t i f i e d  q u a n t i t a t i v e l y  b y  i n s p e c t i o n  o f  a  
p r o t e i n  e l e c t r o p h o r e t i c  s t r i p  r u n  on  c e l l u l o s e  a c e t a t e  . 
( S m i t h ,  1 9 6 8 ;  S a r g e n t ,  1 9 7 5 ) .
R e s u l t s
I n  b o t h  g r o u p s  o f  c o n t r o l  a n i m a l s ,  g r o u p  o n e  a n d  g r o u p  s i x ,  
a  p r e a l b u m i n  b a n d  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  on  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  
s t r i p .  I n  a n i m a l s  t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a t . a  d o s e  
o f  50 m g / k g  t h e  b a n d  was  s t i l l  v i s i b l e  b u t  i n  t h o s e  a n i m a l s  
d o s e d  w i t h  350 m g / k g  no  p r e a l b u m i n  b a n d  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  
a n y  a n i m a l .
I n  t h e  c a s e  o f  m i c e  t r e a t e d  w i t h  p a r a c e t a m o l ,  a l l  c o n t r o l  
a n i m a l s  ( g r o u p  s i x )  a n d  a n i m a l s  d o s e d  w i t h  300 m g / k g  h a d  
c l e a r l y  v i s i b l e  p r e a l b u m i n  b a n d s .  I n  o n l y  on e  o f  t h e  f o u r  
a n i m a l s  d o s e d  w i t h  600 m g / k g  p a r a c e t a m o l  was  a  p r e a l b u m i n  
b a n d  v i s i b l e  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s .
H i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  l i v e r s  o f  a n i m a l s  i n  t h e  
g r o u p  t r e a t e d  w i t h  350 m g /k g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  sh o w e d  
s e v e r e  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s .
C o n c l u s i o n
L i v e r  d a m a g e ,  i n d u c e d  b y  p a r a c e t a m o l  a n d  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e , .  V
w as  d e t e c t e d  b y  h i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  l i v e r  ( s e e
a p p e n d i x ) .  C e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  a n d  f a t t y  d e p o s i t i o n  w as  ' 
o b s e r v e d  i n  t h e  l i v e r s  o f  m i c e  t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  
The l i v e r s  o f  m i c e  t r e a t e d  w i t h  p a r a c e t a m o l  s h o w e d  c e n t r i l o b u l a r  
n e c r o s i s  a n d  some h a e m o r r h a g e  f r o m  t h e  p o r t a l  v e i n s  i n t o  
s u r r o u n d i n g  t i s s u e .
By v i s u a l  i n s p e c t i o n ,  t h e  p r e a l b u m i n  b a n d  a s  « e e n  b y  e l e c t r o ­
p h o r e s i s  o f  s e r u m  o n  c e l l u l o s e  a c e t a t e ,  was  n o t  e v i d e n t  i n  t h e  
s e r u m  o f  m i c e  t r e a t e d  w i t h  h i g h  d o s e s  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a n d
p a r a c e t a m o l .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  s e r u m  p r e a l b u m i n
d e t e r m i n a t i o n  i n  t h e  m ouse  i s  l i k e l y  t o  b e  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  
l i v e r  d y s f u n c t i o n  i n  d r u g  t o x i c i t y .  U l t i m a t e l y ,  a n . a n t i s e r u m  
t o  m o u se  s e r u m  p r e a l b u m i n  s h o u l d  b e  p r e p a r e d  ( R e u t e r ,  1 9 6 8 )  a n d  
a  m ore  q u a n t i t a t i v e  i n v e s t i g a t i o n  u n d e r t a k e n  i n  d r u g  a n d  
c h e m i c a l  h e p a t o t o x i c i t y .
P r e a l b u m i n  C o n c e n t r a t i o n  a t  V a r i o u s '  T im es  i n  t h e  S e ru m  o f  M ice  
T r e a t e d  w i t h  C a r b o n  T e t r a c h l o r i d e
I n t r o d u c t i o n
I t  h a s  b e e n  shown i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  t h a t  c a r b o n  
t e t r a c h l o r i d e ,  a  p o t e n t  h e p a t o t o x i n ,  c a u s e s  h i s t o l o g i c a l  dam age  
t o  t h e  l i v e r s  o f  t r e a t e d  m i c e .
P r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  shown t o  b e  r e d u c e d  
i n  m i c e  t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  The  p u r p o s e  o f  
t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i s  t o  d e t e r m i n e  how q u i c k l y  t h e  
p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  n o t i c e a b l y  r e d u c e d  i n  t h e  s e r u m  
o f  m i c e  t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .
M e th o d  .
S i x t e e n  a l b i n o  m i c e  ( 3 0  -  40 g )  w e r e  r a n d o m i s e d  i n t o  e i g h t  
g r o u p s .  T e s t  g r o u p s  (T1 -  T4)  e a c h  c o n s i s t e d  o f  t h r e e  a n i m a l s ;  
c o n t r o l  g r o u p s  ( C l  -  C4) e a c h  c o n s i s t e d  o f  o n e  a n i m a l .
A l l  a n i m a l s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  s t a n d a r d  a n i m a l  h o u s e  c o n d i t i o n s  
a n d  a l l o w e d  f o o d  a n d  w a t e r  a d  l i b i t u m .  A l l  a n i m a l s  i n  t h e  
t e s t  g r o u p s  (T1  -  T4) w e r e  g i v e n  a  s i n g l e  i n t r a p e r i t o n e a l  d o s e  
o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  c o r n  o i l  ( 3 5 )  mg/ 
k g  b o d y  w e i g h t ) . The  c o n t r o l  a n i m a l s  ( g r o u p s  C l  -  C4) w e r e  g i v e n  
an  e q u i v a l e n t  v o lu m e  o f  c o r n  o i l  by  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n .
A t  1 2 ,  2 4 ,  36 a n d  48  h o u r s  f o l l o w i n g  d o s i n g  o n e  g r o u p  o f  t e s t  
a n i m a l s  an d  o n e  g r o u p  o f  c o n t r o l  a n i m a l s  w e r e  b l e d  b y  c a r d i a c  
p u n c t u r e  a n d  k i l l e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  b e f o r e  l i v e r s  w e r e  
r e m o v e d  f o r  p r e s e r v a t i o n  i n  f o r m y l - s a l i n e  (1 0 % ) .  B l o o d  
c o l l e c t e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e  w as  a l l o w e d  t o  c l o t  b e f o r e
c e n f r i f u g a t i o n  t o  c o l l e c t  s e r u m .
^ • ' •  . .
C e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  a t  pH 8 . 6  was  c a r r i e d  o u t  on  
e a c h  s e r u m  s a m p l e  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s t r i p ,  s t a i n e d  w i t h  n i g r o s i n e  
t o  v i s u a l i s e  t h e  p r e a l b u m i n  b a n d ,  o n  t h e  a n o d e  s i d e  o f  t h e  
: a l b u m i n  b a n d .
G l y c y l p r o l y l - p - n i t r o a n i l i d a s e ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
a n d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  e n zy m e s  w e r e  a l s o  d e t e r m i n e d  i n  
e a c h  s e r u m  s a m p l e .
Enzyme a c t i v i t i e s  a n d  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  b y  v i s u a l  
i n s p e c t i o n  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  r o u t i n e  h i s t o l o g y  p e r f o r m e d  on  e a c h  
l i v e r .
R e s u l t s
a )  C e l l u l o s e  A c e t a t e  E l e c t r o p h o r e s i s
I n  t h e  t a b l e  b e l o w  e a c h  a n i m a l  i n  t h e  g r o u p  i s  r e p r e s e n t e d  
b y  e i t h e r  + o r  The  p l u s  s i g n  i n d i c a t e s  a  p r e a l b u m i n
b a n d  t o  b e  v i s i b l e  i n  t h e  s e r u m  o f  t h a t  a n i m a l .  A m i n u s  
s i g n  i n d i c a t e s  no p r e a l b u m i n  b a n d  was  v i s i b l e .
T a b l e  8 . 1
E x i s t e n c e  o f  a  p r e a l b u m i n  b a n d  o n  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  s e r u m  a t
a  g i v e n  t i m e  a f t e r  d o s i n g
Time A f t e r  
D o se  
( h o u r s )
E x i s t e n c e  o f  p r e a l b u m i n  b a n d
T e s t  A n i m a l s  
(3 5 0  m g / k g )  
CC14
C o n t r o l  A n i m a l s  
( C o r n  O i l )
12 + + + ++
24 + + + ++
36 +--- ++
48 ------ ++
b )  T a b l e  8 . 2
Enzyme a c t i v i t i e s '  a t  a  g i v e n  t i m e , i n  th e ,  s e r u m  o f  m i c e  
t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  c o r n  o i l
Time a f t e r  
d o s e  
( h o u r s )
Mean Enzyme A c t i v i t y  
(N um ber  o f  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  mean c o n t r o l  v a l u e )
I s o c i t r a t e
D e h y d r o g e n a s e
G l y c y l  p r o l y l  
p - n i  t r o  a n i l i  d a s e
A l a n i n e
A m i n o t r a n s f e r a s e
12 2 . 5 0 . 5 1 . 0
24 1 2 . 5 1 . 0 8 . 5
36 5 . 0 1 . 0 9 . 5
48 4 . 5 3 . 5 1 1 . 0
T a b l e  8 . 3
H i s t o l o g i c a l  a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  dam age  a t  v a r i o u s  t i m e s  
i n  m i c e  t r e a t e d  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e
Time a f t e r E x t e n t  o f  N e c r o s i s
d o s e T e s t  A n i m a l s C o n t r o l  A n i m a l s
( h o u r s )
12 Hh
24 + “ ■
36 +++
• 48 +++ -
E v i d e n c e  o f  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  i s  i n d i c a t e d  b y  + ,  t h e  
n um ber  o f  p l u s  s i g n s  i n d i c a t i n g  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  l e s i o n .
C o n c l u s i o n s
The p r e a l b u m i n  b a n d  o b s e r v e d  o n  c e l l u l o s e  a c e c a t e  e l e c t r o p h o r e s i s  
o f  m ouse  s e r u m  d i s a p p e a r e d  some t h i r t y s i x  t o  f o r t y  e i g h t  h o u r s  
a f t e r  d o s i n g  t h e  a n i m a l  w i t h  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e .  T h i s  
c o r r e l a t e d  w i t h  a  h i g h  d e g r e e  o f  c e n t r i l o b u l a r  n e c r o s i s  a n d  
e l e v a t e d  enzym e  a c t i v i t i e s  w h i c h  i n d i c a t e  h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e .
CHAPTER NINE
CHAPTER NINE
C 0  N C L U S I  0  N S
A r e v i e w  o f  t h e  b a t t e r y  o f  c u r r e n t l y  u s e d  " l i v e r  f u n c t i o n  
t e s t s "  i n d i c a t e s  t h e  v a l u a b l e ,  a l t h o u g h  a t  t i m e s  c o n f l i c t i n g ,  
i n f o r m a t i o n  o b t a i n e d  f r o m  t h e i r  r e s u l t s .  N o t  o n l y  a r e  a  
m a j o r i t y  o f  t h e s e  t e s t s  n o n - s p e c i f i c  a s  d i a g n o s t i c  t o o l s  f o r  
l i v e r  d i s e a s e ,  b u t  t h e i r  v a l u e s  f r e q u e n t l y  v a r y  a t  d i f f e r e n t  
s t a g e s  o f  a  g i v e n  h e p a t i c  d i s e a s e .  R e s u l t s  a l s o  may n o t  
r e f l e c t  t h e  s e v e r i t y  o f  a  h e p a t i c  p r o b l e m .
The R e q u i r e m e n t s  o f  a  L i v e r  F u n c t i o n  T e s t
T h e r e  a r e  t h r e e  m a in  i n d i c a t i o n s  f o r  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  l i v e r  
f u n c t i o n  t e s t s .  F i r s t l y  t h e  t e s t  s h o u l d  e s t a b l i s h  t h e  
p r e s e n c e  o f  l i v e r  d a m ag e ,  du e  t o  a  d i s e a s e  p r o c e s s  o r  t o x i c i t y  
due  t o  x e n o b i o t i c s .  S e c o n d l y  t h e  t e s t  s h o u l d  a t t e m p t  t o  
d e f i n e  t h e  t y p e  o f  h e p a t o b i l i a r y  d y s f u n c t i o n ,  a n d  t h i r d l y  i t  
s h o u l d  a s s e s s  t h e  e x t e n t  a n d  p r o g n o s i s  o f  t h e  l e s i o n .  I n  
c h o o s i n g  a n d  i n t e r p r e t i n g  l i v e r  f u n c t i o n  t e s t s ,  i t  i s  o f  v a l u e  
t o  c o n s i d e r  t h e  s p e c i f i c i t y ,  s e n s i t i v i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  o f  e a c h  
t e s t .
A t e s t  i s  s p e c i f i c  i f  an  a b n o r m a l  r e s u l t  c a n  o n l y  b e  d u e  t o  . 
l i v e r  d y s f u n c t i o n ,  s e n s i t i v e  i f  i t  i s  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  e a r l y ,  
m i n o r  o r  s u b t l e  d i s t u r b a n c e s  o f  l i v e r  f u n c t i o n ,  a n d  s e l e c t i v e  
i f  i t  i s  c a p a b l e  o f  d i f f e r e n t i a t i n g  o n e  l i v e r  d i s e a s e  f r o m  
a n o t h e r .
C l e a r l y  no b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r  c u r r e n t l y  u s e d  t o  a s s e s s  
l i v e r  f u n c t i o n  i s  c o m p l e t e l y  s p e c i f i c ,  s e n s i t i v e  a n d  s e l e c t i v e . 
A l t h o u g h  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s  a r e  s e n s i t i v e  t h e y  a r e  n o t  
s p e c i f i c .  O r n i t h i n e  c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  c h a n g e s  a r e  
m o re  s p e c i f i c  t o  h e p a t i c  d y s f u n c t i o n  b u t  t h e  enzyme i s  l e s s  
s e n s i t i v e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s . A l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  i s  q u i t e  s e n s i t i v e ,  h a s  g o o d  s p e c i f i c i t y  f o r  l i v e r  
d i s e a s e s  b y  v i r t u e  o f  s p e c i f i c  i s o e n z y m e  d e t e r m i n a t i o n s ,  a n d  
i s  s e l e c t i v e  i n  t h a t  e l e v a t e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  
i s  u s u a l l y  i n d i c a t i v e  o f  h e p a t o c e l l u l a r  dam age  due  t o  b i l e  
s t a s i s .
The e a s e  a n d  r e l i a b i l i t y  o f  m e a s u r i n g  a  p a r t i c u l a r  enzym e  
a c t i v i t y  i s  a l s o  i m p o r t a n t  when  a s s e s s i n g  i t s  u s e f u l n e s s  a s  a  
l i v e r  f u n c t i o n  t e s t .
P r o b l e m s  I n v o l v e d  w i t h  Enzyme D e t e r m i n a t i o n s
T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  d r u g s  a n d  c h e m i c a l s  may i n t e r f e r e  w i t h  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  e n z y m e s ,  p a r t i c u l a r l y  a m i n o t r a n s f e r a s e s ,  
i n  s e r u m  ( M c N e e ly ,  1 9 7 8 ;  H e n d r i k s ,  1 9 7 9 ) .
An i m p o r t a n t  b u t  o f t e n  u n s u s p e c t e d  c a u s e  o f  a m i n o t r a n s f e r a s e  
e l e v a t i o n  i s  d r u g  i n t e r f e r e n c e .  T h e r a p e u t i c  a g e n t s  may 
d e r a n g e  s e r u m  a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  b y  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  
c h e m i c a l  r e a c t i o n  u s e d  f o r  a n a l y s i s . P a r a c e t a m o l ,  i s o n i a z i d ,  
m e t h y l d o p a  a r e  h e p a t o t o x i n s  a n d  t h e y  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
i n t e r f e r e  w i t h  a m i n o t r a n s f e r a s e  d e t e r m i n a t i o n .  T h i s  c o u l d  
l e a d  t o  e r r o r s  i n  i n t e r p r e t a t i o n .
I n  c e r t a i n  p a t h o l o g i c a l  s e r a ,  s u c h  a s  t h o s e  f r o m  a d v a n c e d ,  
o r  c h r o n i c  l i v e r  d i s e a s e ,  an  i n t e r f e r i n g  r e a c t i o n  b e t w e e n  
o C - k e t o g l u t a r a t e  a n d  ammonium i o n s  f o r m i n g  g l u t a m a t e ,  may 
b e  c a t a l y s e d  b y  s e r u m  g l u t a m a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  a l s o  p r e s e n t  
i n  e l e v a t e d  a m o u n t s  f r o m  i n j u r e d  l i v e r  c e l l s .  T h i s  may c a u s e  
a d d i t i o n a l  NADH o x i d a t i o n  w h i c h  i s  r e a d  m i s t a k e n l y  f o r  
a m i n o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y .
I t  i s  c l e a r  t h a t  e f f i c i e n c y  o f  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a m i n o -  . 
t r a n s f e r a s e s  i s  i n  d o u b t  a n d  m u s t  h i n d e r ,  i n  f u t u r e ,  t h e  u s e  
o f  t h e s e  e n z y m e s  a s  l i v e r  damage  m a r k e r s .
M e a s u r e m e n t s  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  h a s  s e v e r a l  
a d v a n t a g e s  o v e r  t h a t  o f  a m i n o t r a n s f e r a s e  d e t e r m i n a t i o n .
F i r s t l y  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  d e t e r m i n e d  b y  a  s i n g l e  
s t e p  r e a c t i o n ,  t h e  k i n e t i c s  o f  w h i c h  c a n  b e  f o l l o w e d  
s p e c t o p h o t o m e t r i c a l l y  i n  a  s i n g l e  s t e p .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  
a m i n o t r a n s f e r a s e s  a r e  d e t e r m i n e d  b y  a  c o u p l e d  r e a c t i o n .  S e c o n d l y  
i n  t h e  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  d e t e r m i n a t i o n  an  i n c r e a s e  i n  
a b s o r b e n c y  i s  m e a s u r e d  w h e r e a s  a  d e c r e a s e  i s  m e a s u r e d  i n  t h e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  d e t e r m i n a t i o n .  The  r e a d i n g s  f o r  t h e  c i t r a t e  
r e a c t i o n  a r e  t h e r e f o r e  made i n  a  m o re  s e n s i t i v e  r a n g e  o f  t h e  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( S t e r k e l ,  1 9 5 8 ) .  T h i r d l y ,  p y r u v a t e  i n  t h e  
s e r u m  m a k es  n e c e s s a r y  a  p r e l i m i n a r y  p r e i n c u b a t i o n  i n  t h e  
a m i n o t r a n s f e r a s e  d e t e r m i n a t i o n  w h i c h  i s  n o t  n e c e s s a r y  i n  t h e  
m e a s u r e m e n t  o f  s e r u m  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .
F i n a l l y ,  t h e  p r o d u c t  o f  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i o n  (NADPH) 
i s  s t a b l e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s e r u m  a t  n e u t r a l  pH u n l i k e  t h e  
NADH p r o d u c t  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s .
A n o t h e r  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a s  a 
m a r k e r  o f  l i v e r  c e l l  damage  i s  t h a t  i t  i s  n o t  i n d u c e d  by  
d r u g s  an d  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  i n c r e a s e d  b y  c h e m i c a l s  
w h i c h  l e a d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  p l a s m a  m em brane  p e r m e a b i l i t y .
S e l e c t i o n  o f  E nzym es  t o  I n d i b :a;t'e;:‘' lH :ep a tb c 'e l l 'u la r '  Damage
T h i s  s t u d y  h a s  a i m e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  a b i l i t y  o f  e x i s t i n g  
a n d  new s e r u m  e n zy m e s  t o  d e t e c t  a n d  m o n i t o r  l i v e r  d a m ag e .
I n  t h e  a n i m a l  m o d e l  a  n u m b e r ,  b u t  by  no  m ean s  a  c o m p r e h e n s i v e  
l i s t ,  o f  s e r u m  enzym e  a c t i v i t i e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  f o l l o w i n g  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  h e p a t o t o x i n s  ( C h a p t e r  Two) .
C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  p a r a c e t a m o l  a n d  b r o m o b e n z e n e  w e r e  c h o s e n  
a s  h e p a t o t o x i n s  b e c a u s e  e a c h  a c t s  b y  a  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m .  
C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i s .  m e t a b o l i s e d  t o  a  f r e e  r a d i c a l ,  c a u s i n g  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n  a n d  c e l l  n e c r o s i s .  B r o m o b e n z e n e  i s  a l s o  
m e t a b o l i s e d * t o  a  r e a c t i v e  i n t e r m e d i a t e ,  t h i s  t i m e  an e p o x i d e .  
• F i n a l l y  p a r a c e t a m o l  i s  m e t a b o l i s e d  t o  a n  i n t e r m e d i a t e ,  
p r o b a b l y  a  q u i n o n e - i m i n e , w h i c h  e x e r t s  i t s  t o x i n  e f f e c t s  b y  
i n i t i a t i n g  c e l l u l a r  a u t o x i d a t i o n  a n d  d e p l e t i n g  i n t r a c e l l u l a r  
g l u t a t h i o n e .  ■
From  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  t h r e e  e n z y m e s  w e r e  s e l e c t e d  a s  b e i n g  
g o o d  i n d i c e s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  d a m ag e .  I s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  a l a n i n e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  o r n i t h i n e  
c a r b a m y l  t r a n s f e r a s e  a l l  s h o w e d  s e n s i t i v e  e l e v a t i o n  i n  a c t i v i t y  
f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  h e p a t o t o x i n .
I n v e s t i g a t i o n s  w e r e  a l s o  made  on  a  new e n z y m i c  m e t h o d ,  
f i r s t  p u b l i s h e d  by  H o p s u - H a v u  a n d  G l e n n e r  i n  1966  ( C h a p t e r  
T h r e e ) .  G l y c y l  p r o l y l  p - n i t r o a n i l i d a s e  s h o w e d  g r e a t  
s i m i l a r i t y  t o  t h e  enzym e g a m m a - g l u t a m y l  t r a n s f e r a s e ,  now w e l l  
e s t a b l i s h e d  a s  an  i n d i c a t o r  o f  c h r o n i c  h e p a t i c  d a m a g e ,  
p a r t i c u l a r l y  t h a t  t o  t o  a l c o h o l i s m .  A l t h o u g h  GPN s h o w e d  •>. 
m i n i m a l  c h a n g e s  i n  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  a c u t e  a d m i n i s t r a t i o n . o f  
c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  s i g n i f i c a n t  s e r u m  e l e v a t i o n  w as  
o b s e r v e d  a f t e r  l o n g  t e r m  d o s i n g  w i t h  cadmium c h l o r i d e .  T h i s  
c o n t r a d i c t s  t h e  f i n d i n g  o f  H i n o  i n  J a p a n  ( 1 9 7 6 )  w h o se  g r o u p  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  enzym e  s h o w e d  e l e v a t i o n  f o l l o w i n g  a c u t e  
CCl^ t o x i c a t i o n .
Enzyme S t u d i e s  i n  Human H e p a t o b i l i a r y  D i s e a s e
F o u r  e n z y m e s ,  GPN, ICD, ALT a n d  AST w e r e  m e a s u r e d  i n  a  n u m b e r  
o f  p a t i e n t s  w i t h  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  ( C h a p t e r  F o u r ) .  A l t h o u g h  
m o s t  e n z y m e s  do n o t  show c o m p l e t e  s p e c i f i c i t y  t o  h e p a t i c  d a m ag e ,  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  s h o w e d  e l e v a t e d  s e r u m  a c t i v i t i e s  i n  
a l l  c a s e s  o f  h e p a t i c  d i s e a s e  w h e r e  a n  a c t i v e  p r o c e s s  o f  c e l l  
d e a t h  w as  i n d i c a t e d .  No a b n o r m a l i t y  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  ICD was  
o b s e r v e d  i n  c o n d i t i o n s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  l i v e r  d a m a g e .
P a t i e n t s  w i t h  h e p a t i c  c a n c e r  h a v e  b e e n  shown t o  h a v e  h i g h  s e r u m  
GPN a c t i v i t i e s  f o l l o w i n g  a  r e c e n t  s t u d y  i n  J a p a n  ( K o j i m a  e t  a l , 
1 9 7 9 ) .  T h i s  c o n f i r m s  t h e  f i n d i n g  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  F o u r .
GPN was  a l s o  shown t o  h a v e  e l e v a t e d  a c t i v i t y  i n  t h e  s e r u m  o f  
p a t i e n t s  w i t h  o t h e r  h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  b u t  n o t  i n  p a t i e n t s  
w i t h  d i s e a s e  n o t  i n v o l v i n g  t h e  l i v e r .
P r e a l b u m i n  a s  a  L i v e r  F u n c t i o n  T e s t
A l t h o u g h  i t  h a s  b e c o m e  c u s t o m a r y  p r a c t i c e  t o  u s e  p l a s m a  enzym e  
a c t i v i t i e s ,  s u c h  a s  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  a n d  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e ,  a s  t h e  b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  o f  c h o i c e  f o r  
a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  d a m a g e ,  t h e s e  e n z y m e s  a r e  n e i t h e r  t r u e  n o r  
r e l i a b l e  i n d i c a t o r s  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  I n d e e d ,  - i n c r e a s e d  p l a s m a  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  a m i n o t r a n s f e r a s e s  , - g l u t a m y l t r a n s f  e r a s e  anc
o t h e r  h e p a t o c e l l u l a r  e n z y m e s ,  may r e f l e c t  o n l y  i n c r e a s e d  
p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  h e p a t o c y t e  p l a s m a  m e m b r a n e s ,  en zy m e  
i n d u c t i o n ,  o r  r e v e r s i b l e  h e p a t o c e l l u l a r  damage  ( B u r k e , 1 9 7 8 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  i t  i s  now r e c o g n i s e d  t h a t  c e r t a i n  d r u g s  may p r o d u c e  
s u c h  e f f e c t s  w i t h o u t  c o n c o m i t a n t  l i v e r  i n j u r y ,  a n d  t h a t  o t h e r  
d r u g s  may i n t e r f e r e  w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p l a s m a  enzym e  
a c t i v i t i e s  g i v i n g  r i s e  t o  e r r o n e o u s  r e s u l t s  ( H e n d r i c k s , 1 9 7 9 ) .
I n  t h e  s a f e t y  e v a l u a t i o n  o f  d r u g s  t h e r e  i s  a  r e a l  n e e d  t o  b e  
a b l e  t o  e v a l u a t e  l i v e r  f u n c t i o n  w i t h  g r e a t e r  e f f i c i e n c y  and  
r e l i a b i l i t y .  F o r  t h e r e  h a v e  b e e n  many i n s t a n c e s  i n  r e c e n t  
y e a r s ,  w hen  t h e  u s e  o f  p l a s m a  en zy m e  l e v e l s  a s  l i v e r  f u n c t i o n  
t e s t s  h a v e  f a i l e d  t o  d e t e c t  d r u g - i n d u c e d  h e p a t o t o x i c i t y  o r  t o  
t h e  c o n t r a r y  h a v e  g i v e n  f a l s e  i n d i c a t i o n s  o f  p o t e n t i a l  l i v e r  
d a m a g e .
P r e a l b u m i n  i s  a  t e t r a m e r i c  p r o t e i n ,  w i t h  a  m o l e c u l a r ,  w e i g h t  
o f  6 0 , 0 0 0 ,  w h i c h  i s  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  l i v e r  a n d  i s  s e c r e t e d  
i n t o  t h e  b l o o d  p l a s m a  a s  a  f u n c t i o n a l  p r o t e i n  ( C h a p t e r  F i v e ) .
I t s  name r e f l e c t s  i t s  e l e c t r o p h o r e t i c  m i g r a t i o n  r e l a t i v e  t o  
a l b u m i n ,  i . e .  i t  m i g r a t e s  f a s t e r  t h a n  a l b u m i n  a t  pH 8 . 6 ,  I t  
i s  a  g l y c o p r o t e i n  a n d  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  a s  a  t h y r o x i n e - b i n d i n g  
p r o t e i n  w i t h  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  t o  t h o s e  o f  a l b u m i n ,  b u t  i s  
e s p e c i a l l y  a c t i v e  i n  t h e  b i n d i n g  o f  t r i -  a n d  t e t r a - i o d o t h y r o n i n e .
The s h o r t  h a l f - l i f e  o f  p r e a l b u m i n ,  1 . 9  d a y s ,  m a k es  i t  a  
s e n s i t i v e  i n d i c a t o r  o f  any  c h a n g e s  a f f e c t i n g  i t s  s y n t h e s i s  
an d  c a t a b o l i s m ,  an d  f o r  t h i s  r e a s o n  s e r u m  p r e a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n  i s  a  t r u e  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  B l o o d  
l e v e l s  o f  p r e a l b u m i n  w e r e  f o u n d  t o  b e  low  i n  c o n d i t i o n s  
a s s o c i a t e d  w i t h  l i v e r  d i s o r d e r s ,  c o n g e s t i v e  h e a r t  f a i l u r e  a n d  
b u r n s  ( S k r e d e ,  1 9 7 5 ;  H e l e n ,  1 9 7 5 )  a n d  i n  h e a l t h y  v o l u n t e e r s  • 
o n l y  0 .3%  o f  4 , 4 8 6  s e r a  i n v e s t i g a t e d  h a d  low  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p r e a l b u m i n  a s  j u d g e d  b y  c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s .
P r e a l b u m i n  L e v e l s  a f t e r  P a r a c e t a m o l  O v e r d o s e
The a s s e s s m e n t  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i s  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  i n  
p a t i e n t s  who h a v e  i n g e s t e d  an  o v e r d o s e  o f  h e p a t o t o x i c  d r u g s ,  
s u c h  a s  p a r a c e t a m o l  o f  D i s t a l g e s i c .  I t  i s  a t  t h e  o c c u r r e n c e  
o f  p r o g r e s s i v e  h e p a t o c e l l u l a r  i n j u r y  du e  t o  d r u g s  t h a t  l i v e r  
e n zy m e s  a r e  r e l e a s e d  i n t o  t h e  c i r c u l a t i n g  b l o o d ,  b u t  w hen  
h e p a t o c e l l u l a r  damage  h a s  b eco m e  s o  e x t e n s i v e  t h a t  t h e  e n z y m e s  
a r e  no  l o n g e r  b e i n g  s y n t h e s i s e d  b y  t h e  l i v e r  c e l l s ,  t h e  s e r u m  
enzyme l e v e l s  b e g i n  t o  f a l l ,  e v e n  t h o u g h  t h e  l i v e r  may n o t  b e  
f u n c t i o n i n g  n o r m a l l y .
I n  a  f e m a l e  p r e s e n t i n g  w i t h  an  o v e r d o s e  o f  p a r a c e t a m o l  an d  
d e x t r o p r o p o x y p h e n e  s e r u m  p r e a l b u m i n  l e v e l s  w e r e  c o m p a r e d  
w i t h  r o u t i n e  p l a s m a  enzym e d e t e r m i n a t i o n s  i n  t h e  a s s e s s m e n t  o f  
t h e  p a t i e n t ’s  c o n d i t i o n .  The p l a s m a  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s f e r a s e  
r e t u r n e d  t o  n o r m a l  l e v e l s  a f t e r  3 d a y s ;  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
was  s l o w  t o  show i n c r e a s e s  i n  a c t i v i t y ,  a n d  s e r u m  a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n  was  i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  t h r o u g h o u t .
I n  c o n t r a s t  s e r u m  p r e a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e d  
s i g n i f i c a n t l y  a f t e r  36 h o u r s  a n d  c o n t i n u e d  t o  d e c r e a s e  
s h o w i n g  t h e  c o u r s e  o f  f a i l i n g  l i v e r  f u n c t i o n  u n t i l  t h e  p a t i e n t ’ s  
d e a t h ,  15 d a y s  a f t e r  p r e s e n t a t i o n .  T h i s  o b s e r v a t i o n  w as  c o n f i r m e d  
i n  o t h e r  c a s e s  o f  o v e r d o s e  ( C h a p t e r  S i x ) .
The p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e n z y m e s  o f  h e p a t i c  o r i g i n  a r e  
e s s e n t i a l l y  i n d i c a t i o n s  o f  h e p a t o c e l l u l a r  l e a k a g e  a n d  enzym e 
i n d u c t i o n ,  a n d  do n o t  a l w a y s  a c t  a s  r e l i a b l e  i n d i c e s  o f  l i v e r  
f u n c t i o n .  I n  c o m p a r i s o n ,  p r e a l b u m i n  i s .  a  f u n c t i o n a l  p l a s m a  
p r o t e i n  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  l i v e r ,  a n d ,  h a v i n g  s h o r t  h a l f - l i f e ,  
i s  t h u s  a  t r u e  a n d  r e l i a b l e  i n d e x  o f  l i v e r  f u n c t i o n .  I t  w o u l d  
a p p e a r  t o  b e  a  m o s t  r e l i a b l e  b i o c h e m i c a l  p a r a m e t e r  t o  d e t e r m i n e  
a s  an  i n d i c a t o r  o f  l i v e r  f u n c t i o n  i n  d r u g  ove‘r d o s e .
The r e d u c t i o n  i n  s e r u m  p r e a l b u m i n  l e v e l s  o n e  e x p e c t s  t o  s e e  
i n  l i v e r  dam age  c o u l d  a r i s e  i n  a  n u m b e r  o f  w a y s .  I m p a i r e d  
p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  t h e  l i v e r ,  i m p a i r e d  t e e c r e t i o n ’ i n t o  t h e  
b l o o d  a c c e l e r a t e d  p r o t e i n  t u r n o v e r  a l t e r e d  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  
p r o t e i n  a n d  d i r e c t  l o s s  f r o m  s e r u m  t h r o u g h  b u r n s ,  e n t e r o p a t h i e s  
a n d  s o  o n ,  w o u l d  a l l  g i v e  r i s e  t o  r e d u c e d  s e r u m  l e v e l s  o f  
p r e a l b u m i n .
T he  m o s t  l i k e l y  c a u s e  o f  l o w e r e d  l e v e l s  i n  h e p a t i c  d i s e a s e  
i s  i m p a i r e d  s y n t h e s i s  o f  p r e a l b u m i n  i n  t h e  l i v e r  o r  i m p a i r e d  
s e c r e t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  i n t o  t h e  b l o o d .
Mouse  S e ru m  P r e a l b u m i n  a n d  H e p a t o t o x i c i t y
• I n v e s t i g a t i o n  o f  p r e a l b u m i n  l e v e l s  i n  an  a n i m a l  m o d e l  o f  
h e p a t o t o x i c i t y  r e q u i r e d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a  m o n o s p e c i f i c  
a n t i s e r u m  t o  t h e  p r o t e i n ,  t o  e n a b l e  i t s  s e n s i t i v e  m e a s u r e m e n t .
A s i m i l a r  p r o c e d u r e  t o  t h a t  u s e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  human 
p r e a l b u m i n  ( A l p e r ,  1 9 6 9 )  was  u s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  p r e p a r e  
t h e  p r o t e i n  f r o m  r a t  s e r u m .  G r e a t  d i f f i c u l t i e s  w e r e  
e n c o u n t e r e d  a n d  i t  b e c a m e  a p p a r e n t  t h a t  p e r h a p s  t h e  
p r o p e r t i e s  o f  r a t  p r e a l b u m i n  ( N a v a b ,  1 9 7 7 )  w e r e  d i f f e r e n t  t o  
t h o s e  o f  t h e  p r o t e i n  i n  human s e r u m .
An a n t i s e r u m  c o n t a i n i n g  a n t i b o d i e s  t o  a  m i n o r  r a t  p r o t e i n  w as  
p r e p a r e d  i n  t h e  r a b b i t .  U n f o r t u n a t e l y  a n t i b o d i e s  t o  r a t  a l b u m i n  
w e r e  a l s o  p r e s e n t  a n d  t h e s e  h i n d e r e d  t h e  a b i l i t y  t o  i d e n t i f y  t h e  
m i n o r  p r o t e i n  a n t i b o d i e s .
B e c a u s e  o f  t h e  l a r g e  am o u n t  o f  t i m e  n e e d e d  t o  a d v a n c e  t h e  
p r e p a r a t i o n  o f  a  s u i t a b l e  a n t i s e r u m ,  i t  w as  d e c i d e d  t o  
i n v e s t i g a t e  p r e a l b u m i n  l e v e l s  q u a l i t a t i v e l y  b y  c e l l u l o s e  
a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s .
No c l a s s i c a l  p r e a l b u m i n  b a n d  i s  s e e n  when r a t  s e r u m  i s  
s e p a r a t e d  b y  c e l l u l o s e  a c e t a t e  e l e c t r o p h o r e s i s .  Mouse 
p r e a l b u m i n  i s  h o w e v e r  r e a d i l y  o b s e r v e d  on  e l e c t r o p h o r e t i c  
s t i p s  o f  s e r u m .
S t u d i e s  o f  a c u t e  t o x i c i t y  i n  t h e  m ouse  w e r e  t h e r e f o r e  u n d e r t a k e n .  
T h e s e  s h o w e d  t h a t  f o l l o w i n g  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  a n d  p a r a c e t a m o l -  
t o x i c i t y ,  p r e a l b u m i n  l e v e l s  w e r e  r a p i d l y  d e c r e a s e d .  ( C h a p t e r  
E i g h t ) .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  d e v e l o p m e n t  o f  a  q u a n t i t a t i v e  
e s t i m a t i o n  o f  a n i m a l  p r e a l b u m i n  i s  d e s i r a b l e .
P r e a l b u m i n  a p p e a r s  t o  b e  a  s e n s i t i v e  i n d e x  o f  i m p a i r e d  l i v e r ,  
f u n c t i o n  i n  human h e p a t o b i l i a r y  d i s e a s e  a n d  d r u g  t o x i c i t y  a n d  
a l s o  i n  t h e  a n i m a l s  t r e a t e d  w i t h  h e p a t o t o x i c  c h e m i c a l s .
T h i s  p r o t e i n  o f  s h o r t  h a l f - l i f e  may u l t i m a t e l y  b e  o f  
g r e a t  v a l u e  i n  t h e  s a f e t y  e v a l u a t i o n  o f  new d r u g s ,  p a r t i c u l a r l y  
t h o s e  w h i c h  a r e  . e x p e c t e d  t o  h a v e  an  e f f e c t  on  l i v e r  f u n c t i o n .  
M o n i t o r i n g  s e r u m  p r e a l b u m i n  l e v e l s  s h o u l d  a l s o  b e  o f  m o re  
r e l i a b l e  p r o g n o s t i c  v a l u e  i n  p a t i e n t s  t a k i n g  o v e r d o s e  o f  
h e p a t o t o x i c  d r u g s , n o t a b l y  p a r a c e t a m o l .
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ROUTINE HISTOLOGY 
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PROCESSING
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STAINING
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9 .  R e t u r n e d  t o  TAP WATER 1 - 2  m i n u t e s
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e n s u r e  t h e  s e c t i o n s  w e r e  s u f f i c i e n t l y  
d i f f e r e n t i a t e d
1 1 .  B l u e - e d  i n  TAP WATER 15 m i n u t e s
1 2 .  C o u n t e r s t a i n e d  i n  1% AQUEOUS EOSIN 2 m i n u t e s
1 3 .  R i n s e d  i n  TAP WATER \  m i n u t e
1 4 .  D e h y d r a t e d  i n  85% a l c o h o l  "
1 5 .  " . "  100% " "
# " n n n n
1 7 .  C l e a r e d  i n  x y l e n e
1 8 .  C l e a r e d  i n  x y l e n e
The s e c t i o n s  w e r e  m o u n t e d  i n  D . P . X .  ( B . D . H .  L t d . )  b y  p l a c i n g  
a  d r o p  o f  t h e  m o u n t a n t  on  a  c l e a n  c o v e r s l i p ,  t a k i n g  t h e  s l i d e  
d i r e c t  f r o m  t h e  x y l e n e , ,  i n v e r t i n g  i t  o v e r  t h e  c o v e r s l i p '  a n d
p r e s s i n g  g e n t l y  s o  t h a t  t h e  m o u n t a n t  s p r e a d  u n d e r  t h e
c o v e r s l i p .
S l i d e s  w e r e  e x a m i n e d  a t  m a g n i f i c a t i o n s  o f  x l 4 , xlOO a n d  x4 0 0  
u s i n g  a  V i c k e r s  M15c m i c r o s c o p e .
APPENDIX 3
CHEMICALS
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TABLES TO CHAPTER 5
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